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Der Nachweis toxischer Basen im Harn. 
Von 
Kutscher und Lohmann. 


(Aus dem physeiologischen Institut der Universitat Marburg. 


e 


(Der Kedaktion zugegangen am 25. Marz 190¢ 


| an 2 


In letzter Zeit haben sich aus Liebigs Fleischextrakt eine 
Reihe organischer Basen darstellen lassen,!) die unser Interesse 
chon deshalb verdienen, weil sie zum Teil heftige Gifte sind, 
vie das Methylguanidin, Muskarin und andere, uber die der 
eine von uns demnichst berichten wird. Denn sie sind es 
wahrscheinlich, auf welche sich einige bisher unerklirbare Wir- 
kungen des genannten Fleischextraktes zuriickfiihren lassen. 
Diesen Bestandteilen miissen wir auch das Novain und Oblitin 
zuziihlen. Dieselben sind allerdings nicht so wirksam wie das 
Methylguanidin usw., vermdgen aber doch namentlich nach 
subkutaner Injektion bei Méusen und Katzen schwere Krank- 
heitserscheinungen hervorzurufen und die Tiere zu t0ten. Von 
den beiden letztgenannten Basen haben wir besonders das Ver- 
halten des Oblitins, das sich aus Liebigs Fleischextrakt in 
groBerer Menge darstellen lie}, gepriift. Dabei zeigte sich, daB 
cs im Organismus der Katze eine auffallende Veranderung er- 
fuhr. Brachte man es Katzen subkutan bei, so erschien im 
Harn reichlich Novain, aber kein Oblitin; verfitterte man es an 
Katzen, dann lief sich unveriindertes Oblitin im Harn nach- 
weisen, im Kot hingegen erschien Novain. Wir werden in 
ciner spiiteren Arbeit hierauf ausfiihrlich eingehen. 

Diese Beobachtungen veranlaBten uns, zuniichst den nach 
Verfiitterung von Liebigs Fleischextrakt gelassenen Harn und 





') Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufmittel, Bd. X, 5. 528, 
und Zentralblatt f. Physiologie, Bd. XIX, Heft 15. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. | 























































2 Kutscher und Lohmann, 


im Anschluf daran normalen Harn auf die ausgeschiedenen Harn- 
basen naher zu untersuchen. Leider eignen sich zu derartigen 
Versuchen Katzen nicht gut, da sie gegen Liebigs Fleisch- 
extrakt wenig tolerant zu sein scheinen, denn bereits 10 g 
Fleischextrakt, die wir ihnen mit der Schlundsonde eingaben, 
konnten bei diesen Tieren heftiges Erbrechen und_ blutigen 
Durchfall erzeugen. Hunde vertragen Liebigs Fleischextrakt 
besser. Deshalb benutzten wir einen Terrier von 7150 g Ge- 
wicht. Wir verfiitterten tiglich an ihn 20 g Fleischextrakt, die 
wir ihm auf Brot gestrichen reichten. Auffilligerweise nahm 
dieses Tier freiwillig niemals mehr als 20 g Fleischextrakt zu 
sich, wihrend es trockenes Brot noch gierig frab. Wasser 
bekam der Hund wiihrend des Versuches nach Belieben. Wir 
verfiitterten an ihn 140 g Fleischextrakt. Das Extrakt war aus 
einer hiesigen Handlung (Estor) bezogen worden, das Streifen- 
band, das die Biichse abschlobB, war unversehrt. 

Die Verarbeitung des Harns geschah in folgender Weise. 
Die einzelnen Harnportionen wurden, um die Bestandteile der 
Nubekula mdglichst zu entfernen, durch ein mit Kieselgur be- 
decktes Filter gesaugt, mit Schwefelsiiure angesiuert, ver- 
einigt und mit Phosphorwolframsiure ausgefillt. Die Phosphor- 
wolframfallung wurde abfiltriert, mit Schwefelsiure gewaschen 
und daraus nach bekannter Methode durch Behandlung mit 
Baryt, Kohlensiiure usw. die kohlensauren Basen gewonnen. Die 
Losung derselben siiuerten wir mit Salpetersiiure schwach an, 
schieden durch Zugabe von Silbernitrat zuniichst die Alloxur- 
basen ab, filtrierten, fillten im Filtrat durch Silbernitrat und 
Barytwasser das Kreatinin aus.!) Die Silberverbindung des 
Kreatinins saugten wir ebenfalls ab, beseitigten im neuen Filtrat 
das Silber durch Salzséure, den Baryt durch Schwefelséure und 
fiillten die bisher nicht abgeschiedenen Basen wieder durch 
Phosphorwolframsaure aus. Aus der Phosphorwolframfallung 
erzeugten wir die freien Basen. Dieselben wurden mit Salzsiéure 
stark angesiuert, zum Sirup eingeengt und mit absolutem Alkohol 
aufgenommen. Ungeldst blieb dabei hauptsichlich Kaliumchlorid. 


') Siehe Zeitschrift f. Unters. der Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, 
S. 528. 

















Der Nachweis toxischer Basen im Harn. 3 


Die alkoholische Lésung wurde abgedampft, wieder mit Alkohol 
aufgenommen und mit alkoholischer Platinchloridlésung aus- 
gefallt. Die Platinfallung wurde abgesaugt, mit Alkohol ge- 
waschen, in heifem Wasser geldst,') mit Tierkohle entfairbt und 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das zum Sirup eingeengte 
Filtrat vom Platinsulfid fallten wir mit 30°/oiger wéasseriger 
Goldchloridlésung. Die Fiallung schied sich zuniachst Olig ab, 
krystallisierte aber bald. Nach der Umkrystallisation wurde 
ein in kurzen, vierseitigen Siulen krystallisierendes Goldsalz 
erhalten, dessen Goldwert sich durch weitere Umkrystallisation 
nicht andern lief und das sich durch die Analyse und den 
biologischen Versuch als Novaingoldchlorid erwies. Nur 
durch den tiefer gelegenen Schmelzpunkt wich es von dem aus 
Fleischextrakt direkt dargestellten Novaingoldchlorid ab. Diese 
Abweichung war wohl durch eine geringe Verunreiniguug be- 
dingt, die sich nur schwer beseitigen lief. Die Ausbeute an 
analysenreiner Substanz betrug 0,8 g. 

0,1202 g Substanz gaben 0,0483 g Au 


0.1038 » . > 00420 > >» 
0.1425 » » »  0,0887 » CO, und 0,0401 g H,O 
0.1308 » > >» 385ccmN; T. = 13°; Ba. = 747 mm. 
Fir C,H,,NO, - HCl: AuCl, 
Berechnet : Gefunden : 
CG = 17,2°/o C = 170% 
H = 3,7°%e H = 3,2°%o 
N = 2,9%o N = 31% 
Au = 40,5°/o Au = 40,2, 40,5°/o. 


0,13 g der Goldverbindung fiihrten wir in das Chlorid 
liber und injizierten es einer 24 g schweren Maus subkutan. 
Das Tier erkrankte schnell unter den typischen Erscheinungen 
der Novainvergiftung, es ging 20 Stunden nach der Injektion ein. 

Um zu entscheiden, ob schon der normale Hundeharn 
Novain enthilt, haben wir nach Ablauf des ersten Versuches 
17 | Harn des gleichen Hundes gesammelt und darauf unter- 





) Man kann die in Wasser geldste Platinfallung vor der Zersetzung 
mit H,S noch einengen, um die in Wasser schwerldslichen Platinate zur 
Krystailisation zu bringen. Wir sind in der Tat so vorgegangen, er- 
hielten aber nur etwas Ammonium- und Kaliumplatinat. 

1* 



























































Kutscher und Lohmann, 


sucht. Das Tier erhielt die gew6hnliche Mischkost. Bei der Ver- 
arbeitung des Harns benutzten wir in diesem Fall ein abgekiirztes 
Verfahren. Der mit Salzsdiure angesiuerte Harn wurde nach Ent- 
fernung der auskrystallisierenden Kynurenséure mit Phosphor- 
wolframsiiure gefiallt. Aus der mit 5°/oiger Schwefelsaéure ge- 
waschenen Fiillung stellten wir die Basen nach bekannter Methode 
dar, Die freien Basen fiihrten wir in die Chloride iiber und nahmen 
dieselben mit absolutem Alkohol auf. Die alkoholische Losung 
dampften wir ab, nahmen sie wieder mit Alkohol auf und fallten 
mit alkoholischer Platinchloridlésung. Die Fiillung lésten wir in 
Wasser, zersetzten sie mit Schwefelwasserstoff, dampften zum 
Sirup ab und fillten mit 30°/oiger wasseriger Goldchloridlésung. 
Wir erhielten ein Ol, das nicht krystallisieren wollte. Da bei den 
Versuchen, es in heifem Wasser zu losen, starke Reduktion eintrat, 
zersetzten wir die Goldverbindungen durch Schwefelwasserstoff, 
fiillten die Chloride in alkoholischer LOsung nochmals mit alkoho- 
lischer Platinchloridlésung und fiihrten die Platinate wie oben 
in die Goldverbindungen tiber. Jetzt krystallisierte die Gold- 
fiillung bald. Aus ihr wurden 0,65 g eines in diinnen Nadeln 
krystallisierenden Goldsalzes erhalten, das viel Ahnlichkeit mit 
dem Novaingoldchlorid besab. Es bestand aber aus einem Ge- 
menge, das sich wegen der geringen Ausbeute nicht weiter 
trennen lieB. Auffallenderweise blieb bei der Umkrystallisation 
der Goldwert konstant. 


0.1137 g gaben 0.0459 g Au = 40,4" 0 

O1155 >» » O,0461 4 » == 40,0°%o (nach Umkrystallisation) 
0.1699 >»  » 00,0978 » CO, 15,7%o und 0,0435 g HO = 3,0°%o 
0.1536 » » 7TccemN; T. == 12°; Ba. = 750 mn, also N = 5,4%o. 


Die obigen Zahlen lassen eine Formel nicht berechnen. 


Aus 0,095 g der Goldverbindung stellten wir auch hier 
die Chloride dar, die in feinen Nadeln krystallisierten. Wir 
injizierten sie einer 20 g schweren Maus subkutan. Die ein- 
gespritzten Substanzen wirkten sehr stiirmisch. Es stellte sich 
bei dem Tiere bald beschleunigte und erschwerte Atmung, 
weiter Speichelflu$8 und Harntréufeln ein. Bereits eine Stunde 
nach der Injektion war das Tier tot. Novain wirkt viel lang- 
samer. 








































Der Nachweis toxischer Basen im Harn. 


Ziehen wir in Betracht, dab bei Fiitterung von Liebigs 
Fleischextrakt bereits 21 Harn 0,8 g Novaingoldchlorid lieferten, 
wiahrend in dem Kontrollversuch 17 | Harn nur 0,65 g eines 
zweifelhaften Gemenges gaben, so muf man schlieben, dab, wenn 
iiberhaupt, in der Norm sich nur geringe Mengen von Novain 
im Organismus des Hundes bilden. Das von uns im ersten 
Versuch gewonnene Novain mu demnach hauptsichlich dem 
Fleischextrakt entstammen und zwar entweder dem priiformierten 
Novain oder dem Oblitin nach dessen Spaltung. 

Da sich Liebigs Fleichextrakt fiir den tierischen Orga- 
nismus nicht indifferent erwies, nahmen wir davon Abstand, 
damit Fiitterungsversuche am Menschen vorzunehmen. Wir be- 
schrankten uns darauf, normalen menschlichen Harn zu unter- 
suchen. Verarbeitet wurden 10 1 Sammelharn, der von ver- 
schiedenen, angeblich gesunden Personen stammte. Der Harn 
wurde sorgfiltig durch Kieselgur filtriert und nach dem eben 
geschilderten abgekiirzten Verfahren behandelt. Die Goldfillung 
schied sich auch hier zunichst Olig ab, krystallisierte aber bald. 
Sie war nicht einheitlich, sondern bestand zum wenigsten aus 
4 verschiedenen Basen, die sich durch fraktionierte Krystallisation 
trennen liefen. 

Zuniichst schied sich ein sehr schwerldsliches Goldsalz 
ab, das in hellgelben, glinzenden blittchen krystallisierte. Es 
schmolz bei schnellem Erwiairmen unter Zersetzung und _ leb- 
haftem Aufschaumen bei 248° C.1) Der Zersetzungspunkt und 
die Goldbestimmung zeigten, dafi Neuringoldchlorid vorlag. Die 
Ausbeute daran betrug 0,17 g. 

0,111 g Substanz gaben 0,0516 g Au = 46,5°/o Au; 
Neuringoldchlorid verlangt 46,4°/o Au. 

Das Neurin ist unseres Wissens bisher im Harn _ nicht 
nachgewiesen worden. Allerdings geben Marino-Zuco und 
U. Dutto an,?) aus dem Harn bei Morbus Addisonii Neurin er- 
halten zu haben, und dieser Befund gibt ibnen Veranlassung zu einer 


') Neuringoldchlorid aus synthetischem von Herrn Dr. Ruckert 
dargestellten Neurin zeigte das gleiche Verhalten. 

*) Moleschott, Untersuchungen zur Naturlehre usw., Bd. XIV, 
S. 617. 




































6 Kutscher und Lohmann, 


interessanten Theorie tiber die Entstehung der Addisonschen 
Krankheit, die sie als eine chronische Neurinvergiftung betrachten. 
In der Tat haben aber Marino-Zuco und U. Dutto, wie sich 
aus der Analyse des Goldsalzes ergibt (sie fanden 43,90°/o Au), 
Cholin, nicht Neurin in Handen gehabt. Man hielt friiher 
das Cholin und Neurin nicht so scharf auseinander wie jetzt. 
Die Theorie von Marino-Zuco und U. Dutto ist also dahin 
zu modifizieren, dafi der Morbus Addisonii eine chronische 
Cholinvergiftung ist. Mag diese Theorie nun richtig oder falsch 
sein, von Interesse ist zweifellos die Differenz im Verhalten 
des normalen und des an Addisonscher Krankheit leidenden 
Menschen, und es wire zu wiinschen, wenn von seiten der 
Kliniker aufgeklirt wiirde, warum der eine Neurin, der andere 
Cholin ausscheidet. 

Die Muttersubstanz des von uns aufgefundenen Neurins 
ist wohl Lecithin. Schwieriger zu beantworten ist dagegen 
die Frage, wo sich das Neurin gebildet hat. Es kann niémlich 
beim intermediéren Lecithinstoffwechsel in den Geweben ent- 
standen sein, es kann sich aber auch im Darm durch Faulnis 
des Lecithins gebildet haben. Schlieflich kann es bereits fertig 
mit den Nahrungs- und Genufmitteln aufgenommen worden 
sein, wie es z. B. in Liebigs Fleischextrakt, wenn auch nicht 
stiindig vorkommt. Da wir iiber das Verhalten des Neurins im 
tierischen Organismus zurzeit noch nicht unterrichtet sind, ist 
eine Entscheidung obiger Frage vorliufig nicht méglich. 

Aus der Mutterlauge vom Neuringoldchlorid lief sich ein 
Goldsalz gewinnen, das groBe Ahnlichkeit mit Novaingoldchlorid 
zeigte. Es schied sich wie dieses aus seiner tibersiittigten Losung 
zuniichst als Ol ab, das dimorph in Blattchen und Siulen kry- 
stallisieren konnte. Zwischen 155—160° C. schmolz es ohne 
Zersetzung zu einer klaren, roten Fliissigkeit. Die Ausbeute 
betrug leider nur 0,156 g, die zu einer Kohlenstoff-Wasserstoff- 
bestimmung verwandt wurden. 

0,1445 g Substanz gaben 0,0937 g CO, und 0,0292 g H,0. 

Fir C,H,,NO,-HCl- AuCl, 
Berechnet: Gefunden : 
C == 27,2% C = 27,7%o 


H = 3.7% H = 2,3°%e. 
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Vielleicht ist aber auch diese Verbindung identisch mit 
einer von Dombrowski') aus dem Harn dargestellten Base, 
der Dombrowski die Formel C,H,,NO, zugeschrieben hat. 
Leider hat Dombrowski nur das Platinsalz untersucht. 

Die Mutterlauge dieses KOrpers lieferte bei weiterem Ein- 
engen Kreatiningoldchlorid. Das Kreatinin erschwert die Dar- 
stellung der anderen Harnbasen auferordentlich. Sein Platin- 
und Goldsalz ist allerdings leicht léslich und man wird den 
groften Teil des Kreatinins schon bei der Platinfallung los. 
Die Verhialtnisse liegen aber fiir die anderen Basen deshalb 
ungtinstig, weil sie dem Kreatinin gegeniiber nur in geringer 
Menge im Harn vorhanden sind. Daher wird sich wahrschein- 
lich héufig bei der Harnuntersuchung unser erstes Verfahren 
empfehlen, welches gestattet, die Hauptmenge des Kreatinins 
als Silberverbindung zu entfernen.?) Auferdem scheinen auch 
noch andere die Krystallisation hindernde Substanzen in die 
Silberfallungen zu gehen. Die Ausbeute an Kreatiningoldchlorid 
betrug ca. 0,5 g. 

Die Mutterlauge vom Kreatiningoldchlorid gab schlieflich 
noch ein in kleinen, glanzenden, gelben, zu Drusen vereinigten 
Nadeln krystallisierendes Goldsalz, das in Wasser leicht loslich 
war. Es schmolz bei 200° C. scheinbar ohne Zersetzung zu 
einer klaren, roten Fliissigkeit, nachdem es vorher stark ge- 
sintert war. Die Ausbeute daran betrug 0,45 g. Der Goldwert 
blieb nach Umkrystallisation bestandig. Leider ging die C- und H- 
Bestimmnng verloren. 

0,1220 g Substanz gaben 0,056 g Au = 46,6°/o Au 
0.1027 >» » > O04 > » = 469% > 

Trotzdem der Goldwert gut zu Neurin pat, lag doch 
sicher eine andere Base vor, wie Ldslichkeit und Schmelz- 
punkt zeigt. 

Eine Frage, die seit langer Zeit die verschiedenen Forscher 
interessiert hat, bezieht sich auf die Giftigkeit des Harns. Sie 
ist bald in negativem, bald in positivem Sinne beantwortet 


1) Compt. rend., Bd. CXXXV, S. 244, Jahrg. 1902. 
*) Durch nochmalige Umfallung der Platinate wiirde man wohl 
ebenfalls eine Beseitigung des Kreatinins erreichen. 
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worden. In den seltensten Fallen ist es jedoch gelungen, gut- 
charakterisierte K6rper aus dem Harn zu gewinnen, die giftig 
wirkten. Die Ursache, warum die aufgewandte Miihe den er- 
zielten Resultaten bisher nicht entsprochen hat, ist wohl in der 
Unvollkommenheit der friiher benutzten Methoden zu suchen. 
Nachdem es uns ohne besondere Schwierigkeit moglich gewesen 
ist, sowohl im Hunde- wie im Menschenharn das Auftreten 
toxischer Basen nachzuweisen, miissen wir natiirlich das Er- 
scheinen giftiger K6rper im Harne bejahen, und wir hoffen, 
seitdem es uns noch gegliickt ist, in einem so gebrauchlichen 
Genubmittel wie Liebigs Fleischextrakt eine Quelle derartiger 
Korper aufzufinden, die LOsung der Frage einen Schritt gefordert 
zu haben. 

Ob sich unsere Methode auch zur Untersuchung patho- 
logischer Harne eignet, wissen wir nicht, doch beschiiftigen 
sich vielleicht gelegentlich die Kliniker damit. 





















Beitrage zur Kenntnis der Celluloseverdauung im Blinddarm 
und des Enzymgehaltes des Caecalsekretes. 
Von 
Arthur Scheunert. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der kgl. tierarztlichen Hovhschule zu Dresden.) 
(Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Ellenberger.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Miirz 1906.) 


Die Untersuchungen, welche von Ustjanzew?) im Zuntz- 
schen Institut unter Zuntz’ Leitung vor kurzer Zeit tiber die 
Bedeutung des Blinddarms des Kaninchens vorgenommen worden 
sind, haben unsere Kenntnis vom Orte der Celluloseverdauung 
erweitert und die Aufmerksamkeit von neuem auf die Frage 
der Celluloseverdauung gelenkt. 

Die Tatsache, dali gewisse Tiere, und zwar speziell die 
Wiederkiuer, Cellulose verdauen, ist, wie bekannt, zuerst in 
unserem Institute 1855 durch Haubner?) festgestellt worden. 
Spiiter haben sich verschiedene Forscher (Henneberg, Stoh- 
mann, Hoppe-Seyler, Tappeiner, Weiske u. a. m.) mit 
dieser Frage beschiaftigt; auch in unserem Institute sind immer 
von neuem Untersuchungen iiber die Celluloseverdauung bei 
den verschiedenen Haustieren angestellt worden. Es wurde 
dabei auch versucht, die Frage zu losen, wo, d. h. in welchem 
Abschnitte des Verdauungskanales die Losung der Cellulose 
stattfindet. So sind Ellenberger®) und sein Mitarbeiter V. Hof- 
meister zu der Uberzeugung gekommen, daf beim Pferde die 
Celluloseverdauung vorwiegend im Caecum, daneben aber auch 
im groBen Colon abléuft. 


‘) Archiv fiir (Anat. u.) Physiol., 1905, S. 403. 
*) Zeitschrift fiir deutsche Landwirte, 1855, 5S. 177. 


*) Archiv f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde, Bd. V, 5S. 399 


und Bd. VII—XII. 
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Auch bei den anderen Siaugetieren mit grobem Caecum 
sehen sie dieses als den hauptsiichlichsten Ort der Cellulose- 
verdauung an, wihrend bei den Wiederkéuern die Vormigen 
fiir diese Vorgiange von gréferer Bedeutung sind, als das Caecum. 
In neuester Zeit scheinen seit einer langeren Reihe von Jahren 
Untersuchungen iiber die hier zu behandelnde Frage nicht ge- 
macht worden zu sein, wenigstens fehlt es an einschlagigen 
Publikationen, und so ist bis vor kurzem noch keine Bestatigung 
der Ellenbergerschen Anschauung tiber den Ort der Cellulose- 
verdauung beim Pferde erfolgt. Verschiedene, in neuerer Zeit 
erschienene Arbeiten tiber die Funktionen des Blinddarmes ent- 
halten hieriiber irgendwie entscheidende Angaben nicht. 

Erst die neuesten Untersuchungen von Zuntz und Ust- 
janzew, welche eine Nachpriiffung der Versuche von Berg- 
mann und Huetgren!) iiber die Funktionen des Caecums des 
Kaninchens bezwecken, haben fiir die Ellenbergersche An- 
sicht eine neue Stiitze geliefert. 

Ustjanzew fand, dafi bei Kaninchen mit ausgeschaltetem 
Blinddarm die Verdauung der Cellulose eine viel geringere war, 
als bei Tieren mit Blinddarm, an denen Kontrollversuche unter 
sonst gleichen Bedingungen vorgenommen wurden. Dadurch ist 
einwandfrei bewiesen, daf das Caecum des Kaninchens eine 
grofe Bedeutung fiir die Celluloseverdauung besitzt und als Haupt- 
ort derselben anzusehen ist, und es liegt die Annahme nahe, 
dafS auch beim Pferde, bezw. allen Einhufern, die, wie das 
Kaninchen, ein unverhiltnismaBig groBes und eigenartig ein- 
gerichtetes Caecum haben, die Celluloseverdauung vorwiegend 
in diesem Darmabschnitte ablauft und somit die Ellenberger- 
sche Anschauung zutreffend ist. 

Uber die Verdauung von Cellulose durch die Caecalfliissig- 
keit des Pferdes, Schweines und Kaninchens habe ich in den 
letzten Jahren, sowohl bei Gelegenheit anderer Untersuchungen 
Beobachtungen gemacht, wie auch lediglich zu dem fraglichen 
Zwecke Versuche angestellt, deren Ergebnisse zu verOffentlichen, 
mir schon im Hinblick auf die neuesten Beobachtungen von 
Zuntz und Ustjanzew angezeigt erscheint. 


') Skand. Arch. f. Physiologie, Bd. XIV, S. 188. 
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Zugleich aber moéchte ich mit diesen Mitteilungen andere 
verbinden, die sich auf den Enzymgehalt und die verdauende 
Kraft der Caecalfliissigkeit (der aus dem Caecalinhalte durch 
Kolieren und Filtrieren zu gewinnenden Fiissigkeit) und des 
Caecalsekretes (bzw. der Extrakte der Caecalschleimhaut) be- 
ziehen. 


I. Untersuchungen tuber die Celluloseverdauung im Caecum und uber 
den Enzymgehalt und die verdauende Kraft der Caecalflussigkeit. 


Friiher ist in unserem Institute festgestellt worden, dafi die 
Caecalflissigkeit des Pferdes recht betrachtliche 
Mengen von Cellulose zu lésen vermag, gleichviel ob 
dieselbe aus Heu oder Gras hergestellt oder als Papiercellulose 
aus einer Fabrik bezogen worden war. Alle Versuche, die 
darauf hinzielten, ein celluloseldsendes, cytohydrolytisches En- 
zym, etwa durch Fallen mit Alkohol aus der Caecalfliissigkeit 
zu isolieren, schlugen fehl, hingegen war es modglich, der 
Caecalfliissigkeit ihre Wirksamkeit auf Cellulose dadurch zu 
nehmen, dai man sie einige Minuten zum Sieden erhitzte. Da 
anderenteils auch durch Extraktion der Caecaldriisen ein cellu- 
loseldsendes Enzym nicht gewonnen werden konnte, und, wie 
ich mich tiberzeugt habe (vgl. folgende Abhandlung), in den 
in Betracht kommenden Futtermitteln ein solches nicht vor- 
handen ist, so dirfte nach meiner Ansicht die celluloselésende 
Kraft des Caecalsaftes vor allem den in ihm zahlreich lebenden 
Mikroorganismen zuzuschreiben sein. Dafi Mikroorganismen bei 
der Losung von Cellulose eine bedeutende Holle spielen kénnen, 
geht schon aus den Untersuchungen von Hoppe-Seyler,') 
Tappeiner,?) Omelianski’) u. a. m. hervor; daB sie auch im 
Darmkanal bei der Lésung der Cellulose beteiligt sein diirften, 
wird durch das Vorkommen gleicher Arten von Mikroorganismen 
in den fiir die Celluloseverdauung in Betracht kommenden Ab- 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 409. 

*) Zeitschrift f. Biol., Bd. XX, S. 52; Bd. XXIV, S. 105. 

3) C. R. A., Bd. CXXI, S. 653; Bd. CXXV, S. 970, 1131. 

Arch. de scienc. biol., St. Petersburg, Bd. VII, S. 423, Bd. IX, 8. 251. 
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schnitten des Verdauungsschlauchs!) (Pansen und Haube der 
Wiederkaéuer, Blinddarm und Colonanfang der anderen Herhi- 
voren und Omnivoren) wahrscheinlich gemacht. Von Ellen- 
berger und von anderer Seite ist diesen Lebewesen, und zwar 
nicht allein den Bakterien, sondern besonders den Protozoen 
eine grobe Bedeutung fiir die Celluloseverdauung zugeschrieben 
worden. 

Auf die eigenartige Anschauung, dab gewisse Protozoen 
in den ersten Miigen der Wiederkiiuer zum Teil von Cellulose 
leben, und dab diese Individuen dann im Labmagen durch dessen 
salzsiiurehaltigen Magensaft getdtet und verdaut werden und 
dafi dadurch die Cellulose indirekt als Nahrungsmittel der Ru- 
minantien dient, soll hier nicht eingegangen werden. 

Um der Frage der Mitwirkung der Mikroorganismen bei 
der Celluloseverdauung im Caecum naher zu treten, stellte ich 
mit den Caecalinhalten von Pferd, Schwein und Kaninchen 
neue Versuche an und wiahlte folgende Versuchsanordnung: 

Zunichst versuchte ich ein von Bakterien und Mikro- 
organismen freies Filtrat der Caecalinhalte zu gewinnen. Zu 
diesem Zwecke wurde der Caecalinhalt zunachst koliert und 
dann durch Berkefeldfilter filtriert. Infolge der langwierigen 
Filtration ist es aber nur in wenigen Fiillen, und zwar beim 
Pferde, gelungen, geniigende Mengen des Filtrates zu erhalten. 
Weiterhin wurden gewohnliche Filtrate unter Anwendung von 
feinstem Filtrierpapier hergestellt, deren mikroskopische Unter- 
suchung die Abwesenheit von Protozoen ergab. Auferdem 
wurden die einfachen Kolate, in denen noch saimtliche Mikro- 
organismen vorhanden waren, fiir die Versuche verwandt. Von 
den so gewonnenen Flissigkeiten gelangte eine abgemessene 
Menge mit je 1 g einer aus Heu nach dem Weender Ver- 

') Bundle, Ciliate Infusorien im Caecum des Pferdes, Zeitschritt 
fiir wissenschaftl. Zoologie, Bd. LX, S. 284. 

Giinther, Weitere Beitrige zur Kenntnis des feineren Baues 
einiger Infusorien im Wiederkiuermagen und im Caecum des Pferdes. 
Ibid., Bd. LXVII, S. 640. 

Schuberg, Zentralbl. f. Bakteriologie, Bd. II], Nr. 23. 
Eberlein, Inaug.-Diss. Leipzig, 1895. 
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fahren hergestellten und mit Alkohol und Ather von Farb- 
stoffen befreiten Cellulose auf 65—72 Stunden bei 39—40° in 
den Briittofen. Die Verdauungsfliissigkeit stellte am Ende des 
Versuches eine dunkle, schmierige, dickliche Fliissigkeit dar. Sie 
wurde in Schalen gespiilt und mit je 100 cem einer 1,25°/oigen 
KOH 15 Minuten zum Sieden erhitzt, dann die iibrig gebliebene 
Cellulose auf gewogenen Filtern gesammelt, mit heiBem Wasser, 
verdiinnter Essigsiture, Alkohol und Ather gewaschen, bei 105° 
cetrocknet und dann gewogen. Durch das Kochen in schwach 
alkalischer Losung werden einesteils die etwaigen, die Filtration 
hemmenden Fiiulnisprodukte zerstOrt, wiihrend anderenteils die 
noch vorhandene Cellulose nicht angegriffen wird, so dal} eine 
Beeintriichtigung des Resultates nicht zu befiirchten war. Im 
nachfolgenden sind kurz die diesbeztiglichen Versuche aufgefihrt. 

1. Versuche an Pferden: Pferd | wurde sofort nach der letzten 
Mahlzeit, die aus Hafer und Heu bestand, getétet. Der Caecuminhalt 
reagierte alkalisch. 

a) 40 ecm Berkefeldfiltrat des Caecalinhaltes gelangten mit 1 g 
ufttrockener Cellulose auf 65 Stunden bei 38° C. in den Briitofen. 


Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0.9290 g 0.9290 ¢ 
Davon ungeldst zurickgewonnen 0.8470 » 0.8530 » 


Geléste Cellulose  0,0820 g 0,0760 g 
Cellulose gelist in Prozenten 8,8 °%o 8,2 °/o 
b) 50 cem Filtrat durch feuchtes Filtrierpapier gelangten mit 1 g 
lufttrockener Cellulose auf 65 Stunden in den Thermostaten. 
Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 00,9290 g 
Davon ungelést zuriickgewonnen 0.8330 » 


Geléste Cellulose  0,0960 g 





Cellulose gelést in Prozenten 10,3 °%/o 
c) 50 g Kolat gelangten mit 1 g lufttrockener Cellulose auf 65 Stunden 
in den Briitofen. 


Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0.9290 g 
Davon ungeldst zuriickgewonnen 06940 >» _ 
Geliste Cellulose 0.2330 g 
Cellulose gelést in Prozenten 25,3 °/o 
Pferd Il, mit Hafer und Heu gefiittert, wurde 2 Stunden nach 


der letzten Mahlzeit getétet. Caecuminhalt reagiert alkalisch und ist von 
braunlicher Farbe. 

a) 100 ccm Papierfiltrat gelangen mit 1 g lufttrockener Cellulose 
auf 72 Stunden bei 38° in den Thermostaten. 





Arthur Scheunert, 


Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0,9105 g 0,9105 ¢g 
Davon ungelést zuriickgewonnen 0,6728 » 0.6866 >» 


Geliste Cellulose 0,2377 g Q,2239 » 
Cellulose gelést in Prozenten  26,1°/o 24.6"), 


b) 100 com Kolat gelangten mit 1 g lufttrockener Cellulose aut 
72 Stunden in den Thermostaten. 
Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0,9105 g 0,9105 ¢ 


s 


Davon ungelést zuriickgewonnen 0),6192 » 06595 » 
Geliste Cellulose 0,2913 g 0,2510 ¢g 
Geliéste Cellulose in Prozenten 32,0°/o 27,6 °%o 


Die vorstehenden Versuchsergebnisse zeigen deutlich, daf 
der normale Caecalinhalt in seiner celluloseldsenden Wirkune 
durch die Filtration erheblich beeintrachtigt wird. In allen 
Killen war die Verdauung der Cellulose bei den nur durch 
Kolieren von groben Beimengungen befreiten Fliissigkeiten am 
groften. Bei Pferd | war die Celluloseverdauung des Kolates 
sogar mehr als doppelt so grof als die des durch Papier filtrierten 
Inhaltes. Den niedrigsten Wert zeigt das mikroorganismenfreie 
Berkefeldfiltrat. Der Unterschied zwischen diesem und dem 
Papierfiltrat ist nur unbedeutend. Da infolge der schleimigen 
Beschaffenheit und ihres Gehaltes an Kolloiden die zu filtrierende 
Fliissigkeit die Poren des Filtrierpapiers sehr rasch verstopft, 
was sich schon dadurch anzeigt, daf die Filtration nur sehr 
langsam vonstatten geht, werden auf dem Filter die Mikro- 
organismen, vor allem die Protozoen, zuriickgehalten oder ge- 
langen wenigstens nur in verschwindender Anzahl in das Filtrat. 
Ich glaube infolgedessen aus den vorliegenden Resultaten zu dem 
Schlusse berechtigt zu sein, daf vor allem Mikroorganismen 
bei der Lésung der Cellulose im Caecum eine wichtige 
Rolle spielen, und dafi besonders das Vorhandensein von 
Protozoen fiir die Betrichtlichkeit der Celluloseverdauung von 
Wichtigkeit ist. Beim einfachen Kolieren des Caecuminhaltes 
durch Tiicher gelangen diese durch die weiten Maschen des 
Koliertuches in das Kolat; dieses entfaltet dann die groBte ver- 
dauende Wirkung auf die Cellulose. Besonders instruktiv scheint 
mir ein weiterer Versuch zu sein, den ich mit der Caecal- 
fliissigkeit eines dritten Pferdes anstellte. Dieses war von mir 
mit Mais fiir andere Zwecke gefiittert worden und wurde 9 Stunden 




















































Beitrage zur Kenntnis der Celluloseverdauung usw. 15 


nach der letzten Mahlzeit getOtet; sein Caecalinhalt reagierte 
sauer, zeigte also eine abnorme, nur bei sehr amylaceenreicher 
Nahrung auftretende Reaktion (Ellenberger,'!) Scheunert 
und Grimmer?), 

90 ccm Berkefeldfiltrat verdauten in 0,2°/oiger Soda- 
ljsung von 1 g vorgelegter Cellulose in 54 Stunden nur 2,3°/0 und 
50 ccm Papierfiltrat unter denselben Bedingungen nur 6,6° ». 
Durch die saure Reaktion, die das Gedeihen gewisser Mikro- 
organismen hindert bezw. diesen die Lebensbedingungen ent- 
zieht, wird also eine Minderung der cytohydrolytischen Wirkung 
des Caecalinhaltes verursacht. 

2. Versuche am Schwein: Der Caecalinhalt eines Schweines, 
welches, wie die Untersuchung des Magendarminhaltes ergab, mit Mehl 
und Hafer gefiittert worden war, wurde koliert und durch Papier filtriert. 
Da es infolge der Beschaffenheit des Caecuminhaltes nicht médglich war, 
ein Berkefeldfiltrat zu erhalten, mufte auf dieses verzichtet werden. 

a) 25 ccm Papierfiltrat gelangten mit 1 g lufttrockener Cellulose 
auf 72 Stunden in den Brutofen und wurden dann, wie oben geschildert, 
weiter behandelt. 

Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0.9290 g 


~ 





Davon ungelést zuriickgewonnen Q,8475 » 
Geldste Cellulose 0,0815 g 
In Prozenten 8,8°/o 


b) 25 ccm Kolat wurden unter denselben Bedingungen behandelt. 
Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0,9290 g 0,9290 g 00,9290 g 


Davon ungelést zurickgewonnen 0,7980 » 00,7730 » 08090 » 
Geléste Cellulose 0,1310 g 01560 g 01200 g 


In Prozenten 14,1°/0 16,8° 0 12.9% 

Auch beim Schwein hatte also der filtrierte Caecalinhalt 

nur etwa die Halfte der Cellulose gelést, die der kolierte unter 
gleichen Bedingungen zu losen imstande war. 


3. Versuche am Kaninchen: Auch bei diesen Tieren war es 
nicht mdglich, ein Berkefeldfiitrat zu erhalten. Es machte sich sogar 
notig, den dicken Caecuminhalt mit dem gleichen Volumen Wasser zu 
verdiinnen, um eine Filtration zu ermdéglichen. 

I. Von zwei Kaninchen, die mit Heu, Riiben und Kraut gefiittert 
worden waren, wurden 50 ccm Filtrat aus der Caecalfliissigkeit erhalten. 





'. Archiv f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde, Bd. XIV, S. 129. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 98. 
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Je 25 cem hiervon gelangten waihrend 68 Stunden mit 1 g lufttrockener 
Cellulose in den Briitofen. 
Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0,9290 g 0,9290 


ei 


Davon ungelést zuriickgewonnen 0,8518 >» 0,8582 >» 
Verschwundene Cellulose 0,0772 g 0,0708 ¢ 
In Prozenten 8.3% 7,6 °/o 


Il. Von einem Kaninchen, welches mit Hafer gefiittert worden 
war, gelangten Filtrate und Kolate der 1:1 mit Wasser verdiinnten 
Caecalfliissigkeit mit je 1 g lufttrockener Cellulose auf 72 Stunden in 
den Brutofen. 


a) Filtrat: Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0,9290 g 
Davon ungelést zuriickgewonnen 0,8590 » 


Verschwundene Cellulose 0.0700 g 
In Prozenten 7,5°/o 
b) Kolat: Angewandte Cellulose als Trockensubstanz 0,9290 g 0,9290 ¢ 
Davon ungelést zuriickgewonnen 0,7765 » 0.7590 » 
Verschwundene Cellulose 0,1525 g 0.1700 ¢ 


In Prozenten  16,4°/o 18,3 %/o 


Auch beim Kaninchen wird also die Fiihigkeit des Caecal- 
saftes durch Filtration desselben durch feinstes Filtrierpapier 
um die Hilfte verringert. 

Die im vorstehenden geschilderten Versuche zeigen, dal 
die Caecalfliissigkeiten von Pferd, Schwein und Ka- 
ninchen eine celluloselodsende Wirkung auszutiben ver- 
mogen und da diese durch die Filtration der Flissig- 
keiten durch Bakterienfilter oder feinstes Filtrier- 
papier ganz erheblich beeintrichtigt wird. Eine Erklaérung 
dieser merkwiirdigen Erscheinung dirfte dadurch gegeben sein, 
dab die indem Blinddarm vorhandenen Mikroorganismen 
hauptsiichlich die Lésung der Cellulose bewirken, und 
daly die Caecalfliissigkeit in ihrer celluloseldsenden Wirkung 
erheblich geschwiicht wird, wenn diese Mikroorganismen aus 
ihr entfernt werden (durch Filtration oder Abtdtung). Die Be- 
rechtigung zu dieser Annahme ist um so grofier, als, wie eingangs 
erwiihnt, weder aus der Caecalfliissigkeit noch aus den Extrakten 
der Caecalschleimhaut ein cytohydrolytisches Enzym gewonnen 
werden konnte, und da festgestellt worden ist, dab die gekochte 
Caecalfliissigkeit Cellulose nicht mehr zu lOsen vermochte. 
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Auffallend bleibt immerhin, daf das Berkefeldfiltrat bei alkalischer 
Reaktion des Caecalinhaltes Cellulose list, wenn auch erheblich weniger 
als das an Mikroorganismen reiche Kolat. Da die Berkefeldfiltrate 
bekanntlich Mikroorganismen nicht enthalten, muf, man annehmen, daf 
Kérper durch das Filter hindurch gehen, die Cellulose zu lisen ver- 
mogen. Da weiterhin nachtraiglich von aufen voraussichtlich keine 
Mikroorganismen in die Verdauungsgefiife gelangt sind (Verschluf der- 
selben durch Watte usw.), kénnte es sich hier um Sekrete der Mikro- 
organismen handeln, die enzymatisch auf Cellulose zu wirken vermégen. 

Sollte dies der Fall sein, so bleibt es immerhin auffillig, dah 
diese Stoffe bisher nicht isohert werden konnten. Wichtig fiir die Lésung 
der Frage nach der Ursache der Celluloselésung erscheint die Tatsache, 
dafs die Caecalflissigkeit in ihrer Fahigkeit, Cellulose zu lisen, bedeutend 
beeintraichtigt wird, wenn ihre Reaktion (infolge von sehr starkereicher 
Kost) sauer ist. Die saure Reaktion hindert die Lésung der Cellulose, 
vielleicht dadurch, dafi die dabei beteiligten Mikroorganismen unter diesen 
Verhaltnissen nicht gedeihen, sich nicht fortpflanzen oder die von ihnen 
produzierten Enzyme durch die Saure wirkungslos oder zerstért werden. 

Es mag hier auch noch darauf hingewiesen werden, dafi bei den 
friheren, in unserem Institute (mit Kolaten und durch grobes Filtrier- 
papier unter hiufigem Filterwechsel gewonnenen Mikroorganismen ent- 
haltenden Filtraten) ausgefiihrten Versuchen bedeutend mehr Cellulose 
gelist wurde als bei den neueren Versuchen. Dies erklart sich daraus, 
daf damals gréfflere Mengen Caecalsaft und zum Teil anders herge- 
stellte, zartere, weniger widerstandsfahige Cellulose angewandt worden ist. 
Vor allem haben die friiheren Versuche ergeben, dafi die Menge der 
gelésten Cellulose von der Dauer des Versuches, also von 
der Zeit abhingt, die die cellulosehaltigen Nahrungsmittel 
in den betreffenden Darmabschnitten verweilen. 

Zur Untersuchung auf die in der Caecalfliissigkeit 
enthaltenen Enzyme wurden Caecalfliissigkeiten von Pferden 
verwendet. Die Tiere wurden vorher mit Hafer gefiittert (Heu 
ist wegen der darin enthaltenen, die Versuche stOrenden Farb- 
stoffe zu vermeiden) und dann einige Zeit nach der letzten 
Mahlzeit getétet. Der Caecuminhalt wurde zuniichst koliert und 
dann filtriert. Die Farbe des Filtrates war zunichst hellbraun, 
veranderte sich aber bald, indem sie nach einigen Stunden in 
dunkelbraun umschlug. Die Reaktion war stets alkalisch. Zucker 
und Pepton waren nie deutlich nachzuweisen, ersterer quanti- 
tativ nie bestimmbar. 

Auf diastatische Enzyme wurde in der Weise gepriift, 
daB’25 ccm Caecalfliissigkeit mit Stirkekleister (bereitet aus 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 2 
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1 g Kartoffelstarke +- 30 ccm H,O) auf 6 Stunden bei 39—40° 
in den Thermostaten eingestellt wurden. Nach Ablauf dieser 
Zeit wurden die die Zuckerbestimmung stOrenden Eiweibkorper 
mit Salzsiiture und Phosphorwolframsiéure gefallt und nach dem 
Abfiltrieren und Alkalisieren des Filtrates die Zuckerbestimmung 
ausgefiihrt. 

Je 25 cem von 3 verschiedenen Caecalfliissigkeiten hatten 
in 6 Stunden gebildet: 1. 0,113 g, 2. 0,166 g, 3. 0,144 g Zucker 
(berechnet als Dextrose). 

Die Anwesenheit eines diastatischen Enzyms wird durch 
diesen und meine andern Versuche von neuem bestiitigt. 

Die Priifung auf ein proteolytisches Enzym erfolgte in 
der Weise, dais die Einwirkung der Caecalfliissigkeit auf Fibrin 
und koaguliertes Hiihnereiweif beobachtet wurde. Nach kiirzerem 
oder liingerem (8—24 Stunden) Aufenthalt im Britofen trat 
stets giinzliche oder teilweise LoOsung der vorgelegten KEiweil- 
korper ein, sodah auf die Anwesenheit eines proteolytischen 
Enzyms ebenfalls geschlossen werden mub. 

Auf ein Milchsiitureenzym wurde in der Weise gepriift, 
dafi 25 ecm der filtrierten Caecalfliissigkeit mit 5 g Glukose 
auf 24 Stunden in den Thermostaten eingestellt wurden: ebenso 
eelangten zur Untersuchung auf ein invertierendes Enzym 
5 ¢ Rohrzucker mit 25 ecm Caecalfliissigkeit auf 5 Stunden in den 
Briitofen. In allen Fallen konnte die Anwesenheit eines Milch- 
siiure bildenden und eines Rohrzucker invertierenden Enzyms 
festyestellt werden. In volliger Ubereinstimmung mit den friiheren 
Versuchsergebnissen von Ellenberger und Hofmeister konnte 
nach dem vorstehenden ein diastatisches, proteo- 
lytisches, milchsiurebildendes und invertierendes kn- 
zvym im Caecalsaft des Pferdes nachgewiesen werden. 


II. Untersuchungen tiber den Enzymgehalt der Caecalschleimhaut. 


Der Enzymgehalt der Caecalschleimhaut ist schon bei 
friiheren Arbeiten in unserem Institute Gegenstand der Unter- 
suchung gewesen. Es wurde damals aber nur die Caecalschleim- 
haut einer Tierart, des Pferdes, und zwar durch Herstellung 
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verschiedener Extrakte derselben, genauer untersucht. Im fol- 
genden sollen die Resultate meiner Versuche, die sich auf den 
Enzymgehalt der Caecalschleimhaut von Pferd, Kaninchen 
und Schwein erstreckten, mitgeteilt werden. Bei diesen sind 
aufer Extrakten auch die Prefsiafte der frischen Schleimhiiute 
verwendet worden. 

Zur Methodik ist folgendes zu bemerken: Die Caeca wurden den 
Tieren lebenswarm entnommen, die Schleimhaut vom Inhalte sorgfiltig 
befreit und, falls die Tétung der Tiere nicht im Institut selbst geschah, 
wihrend des Transportes in Flaschen mit physiologischer Kochsalzlésung 
einvgelegt. Dann wurde bei den Caeca des Pferdes die Schleimhaut ab- 
priipariert, wihrend es bei den Caeca der anderen Tiere aus praktischen 
Grinden unterblieb. Zur Entfernung etwa imbibierter Enzyme wurden 
dann die Schleimhiiute resp. die Caecalwiinde wiihrend 24 Stunden in 
flieKendem Wasser gewaschen und der aus den Driisen und dem Ober- 
(iichenepithel austretende Schleim von Zeit zu Zeit durch Abstreifen 
entfernt. Nach dieser Vorbereitung wurden die Schleimhiiute und Caeca 


u den Extrakten und Prefisaéften verarbeitet. Im allgemeinen wurde 


| 


hierber das Material in zwei Portionen, die Schleimhaut des blinden 
Kndabschnittes und die des Caecumkoérpers oder des Caecumkopfes, ge- 
trennt. Die Schleimhaut der Caecumspitze besitzt beim Pferd zahlreiche 
licht gelegene, grofe Lymphkndétchen, die eine fOrmliche Platte bilden, 
welche nach Ellenberger (Arch. fiir Anat. u. Physiol., 1906, S. 139) als 
\nologon des Processus vermiformis anzusehen ist. Beim Kaninchen 
st dies noch ausgesprochener, sodafs man bei diesem Tiere von einem 
echten Wurmfortsatz mit einer total cytoblastischen Schleimhaut sprechen 
mul. Beim Schwein ist weder ein Wurmfortsatz noch eine groéfere 
\nhiufung von cytoblastischem Gewebe im blinden Ende des Caecums 
inden, hingegen finden sich in dem Anfangsteile des Caecumkorpers 
ind vor allem an der Ileocaecalklappe Follikelplatten. Zur Extraktion und 
Gewinnung von Prefiséften verwandte ich stets einesteils die Schleimhaut 
les Caecumkorpers und -kopfes beim Pferd und den Caecumkorper beim 
Schwein und Kaninchen, anderenteils die die Lymphknétchen enthaltende 
Schlenmhautportion der Caecumspitze des Pferdes, das blinde Caecum- 
nde des Schweines und die cytoblastische Schleimhaut des Wurmfort- 
izes vom Kaninchen. Zur leichteren Orientierung sind im folgenden 
zuerst erwahnten Extrakte und Prefisifte als solche des Kérpers 
die zuletzt erwihnten als solche der Spitze bezeichnet worden. 
Die betreffenden Blinddarmteile wurden fein zerhackt und zur 
raktion beim Pferd mit der doppelten Gewichtsmenge 1°/ciger 
‘aivsung und Chloroformwasser, beim Pferd, Schwein und Kaninchen 
ler anderthalbfachen Menge Glycerin, welches im Verhiiltmis 2 Gly- 
i: 1 Wasser verdiinnt war, angesetzt. Die Dauer der Extraktion 
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betrug mit Sodalésung und Chloroformwasser nur 24 Stunden, mit Gly- 


cerin wurde sie auf 6 Tage und mehr ausgedehnt. Die Extrakte waren 


nach der Filtration leicht gelblich bis rétlich gefarbte Fliissigkeiten von 
mehr oder weniger schleimiger Beschaffenheit, je nachdem sie aus dem 
Korper oder der Spitze des Caecums hergestellt worden waren. In keinem 
Falle zeigten sie eine Pepton- oder Zuckerreaktion. 

Zur Herstellung der PrefK{safte wurden die fein zerhackten Blind- 
darmteile mit Quarzsand innig verrieben und dann bei 300 Atmosphiren 
Druck ausgepreft. Nach dem Filtrieren waren die Prefisafte leicht rét- 
lich gefirbte, meist dinnflissige und bei lingerer Aufbewahrung. sich 
triibende Flissigkeiten, die weder Zucker noch Pepton enthielten, 

a) Priifung auf proteolytisches Enzym. Die Priifung 
wurde derart vorgenommen, dafi 2, 3 oder 2,5 ecm der Extrakte 
und Prefsiifte auf Fibrin, koaguliertes Hiihnereiweif und Mettsche 
{Ohrehen, die mit koaguliertem Ochsenblutserum, welches mit 
HO 9 Wasser verdiinnt war, gefiillt waren, wahrend 6 und 24 
Stunden im Briitofen bei 40° einwirkten. Zur Verdiinnung wurden 
meist 10 cem 0,2°/oige Sodal6sung oder nur 10 cem destilliertes 
Wasser gewithlt, so dafi die Einwirkung bei neutraler und _al- 
kalischer Reaktion, letztere entspricht der normalen Reaktion des 
Caecalinhalts, studiert werden konnte. In einigen Fallen wurde 
auch durch Zusatz von 5 ecm 0,2°/oiger Salzsiiure eine saure 
Reaktion des Verdauungsgemisches hergestellt. Nach Ablauf der 
Digestionszeit wurde mit dem Auge festgestellt, ob eine Verdauung 
der vorgelegten Eiweibkorper eingetreten war, und eine Priifung 
der Filtrate der Verdauungsfliissigkeiten auf Pepton vorgenommen. 

Die zahlreichen, mit den Extrakten des Caecums vom 
Pferde unter den mannigfaltigsten Variationen angestellten 
Versuche einzeln hier aufzufiihren, wiirde zu weit fiihren; be- 
ziuglich ihrer Resultate sei erwaihnt, daB ich nur in zwei Fallen 
eine proteolytische Wirkung eines Sodaextraktes und eines 
Glycerinextraktes bei alkalischer Reaktion feststellen konnte. 
Andere derartige Extrakte sowie die Chloroformwasserausziige 
und die Prebsafte hatten hingegen niemals, weder eine LOsung 
noch eine Peptonisierung der vorgelegten Eiweibkorper bewirkt 
Gerade diese Unstimmigkeit war die Veranlassung, die Versuche 
in moglichst grober Anzahl unter allen mdglichen 
Variationen der Versuchsbedingungen anzustellen 
AuBerdem versuchte ich eine Aufklarung dadurch zu erlangen, 
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ia ich mit der Caecalschleimhaut des Pferdes einen Auto- 
gestionsversuch unternahm. 

Die wie oben geschildert priparierte und vorbereitete Schleimhaut- 
rtion von KGrper und Follikelplatte wurden fein zerhackt, mit Quarz- 
ind innig zerrieben und in neutraler Lésung unter Toluol 8 Wochen im 
itschrank bei 40° sich selbst iiberlassen. Das Toluol wurde, wenn eine 

Verminderung bemerkt wurde, ersetzt. Nach dieser Zeit wurde abfiltriert; 
iabei wurden klare diinnfliissige, dunkelfarbige Filtrate von neutraler 
Reaktion erhalten, die sich durch ihr Aussehen nicht voneinander unter- 
ehieden. Auch in bezug auf ihre chemischen Reaktionen zeigten sie 
vollig gleich, sie zeigten keine Tryptophanreaktion, enthielten kein 
Pepton, gaben eine schwach positive Reaktion mit Millons Reagens 
ind eine ebenfalls geringe Fallung mit Phosphorwolframséure. Zur 
Priifung auf proteolytische Wirkung gelangten je 2.5 cem mit je 25 ccm 
Wasser, 0,25°o1ge HCl- und 0,2%oige Na,CO,-Lésung mit je 1 g Wirfeln 
aus koaguliertem Hiihnereiweifi in den Briitofen. Nach 21 Stunden war 
keine Peptonisierung des Eiweifes eingetreten. 

Auch auf Grund dieses Versuches erscheint der Schlub 
berechtigt, dah von den Caecaldriisen des Pferdes ein proteo- 
ivtisches Enzym nicht produziert wird, und daf die gegenteiligen 
Resultate auf Zufalligkeiten (Art und Weise und Zeit des Aus- 
waschens usw.) beruhen. 

Diese Anschauung wird noch weiter durch die Ergebnisse 
der Untersuchungen von Prefsaften und Extrakten der Caeca 
vom Schwein und Kaninchen wesentlich unterstitzt. 

Die Versuchsanordnung war folgende: 

Von den auf die oben geschilderte Weise (aus Kérper und Spitze) 
nergestellten Extrakten und Prefisiften wurden je 3 ccm mit 10 cem 
einer O,2°/oigen Sodalésung und 1 g Wiirfeln aus koaguliertem Hiihner- 
eiweifs bei 40° in den Thermostaten eingestellt. Nach 24 Stunden, wahrend 
weicher Zeit Gfter umgeschiittelt worden war, wurde der Versuch unter- 

chen, gepriift, ob schon der Augenschein eine Losung von Eiweifwirfeln 
ergab, dann abfiltriert und mit dem Filtrat die Peptonreaktion angestellt. 

Auch hier konnte weder in den Glycerinextrakten noch 
n den Prefsatten aus Caecumkorper und Follikelplatte (Proc. 

vermiformis) die Anwesenheit eines proteolytischen Enzyms 
hachgewiesen werden, da in allen Fallen die Peptonreaktion 
hegativ war. 

Kin proteolytisches Enzym scheint demnach von 
den Caecaldriisen der untersuchten Tiere nicht pro- 
duziert zu werden. 
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b) Diastatisches, Milchsaure- und andere Enzyme. 
Die Untersuchung auf diese Enzyme erfolgte zuerst in der Weise, 
daBh einige Kubikzentimeter der Extrakte und Prefisafte auf 1 ¢ 
verkleisterte Starke einwirken gelassen wurden. Es stellte sich 
hierbei aber bald heraus, daB einesteils die diastatische Wirkung 
zu gering war, um in der zu einem einwandfreien Versuche 
notigen kurzen Zeit (10 Stunden wurden nicht tiberschritten 
die vorgelegte Stirke bis zu reduzierenden Produkten abzubauen. 
Auf liangere Zeit, etwa auf 24 Stunden, einen Versuch aus- 
zudehnen, erschien unzweckmibig, da dann leicht von aufen 
in das Digestionsgefal hineingelangte Keime und Fermente einen 
Abbau der Stérke herbeifiihren konnen, wie das von Gold- 
schmidt bei seinen Untersuchungen iiber die diastatische 
Wirkung des Speichels in unserem Institut nachgewiesen worden 
ist. Es wurden infolgedessen nur wenige Kubikzentimeter eines 
ganz verdinnten und zwar 1°/oigen Starkekleisters vorgelegt. 
Die Priifung auf die durch etwaige diastatische Wirkung ent- 
standenen Spaltungsprodukte der Starke erfolgte auSer mit 
Fehlingscher Lésung auch noch durch Anstellung der Jod- 
reaktion. Ebenso wurde in allen Fiillen auf das Vorhandensein 
von Milchsiiure vermittelst des Uffelmannschen Reagenses 
gepriift. Siimtliche Versuche wurden bei neutraler Reaktion vor- 
genommen. Die Versuchsergebnisse sind in der folgenden Uber- 
sicht tabellarisch geordnet. 

Aus der nebenstehenden Tabelle geht mit Sicherheit hervor, 
dab die Gaecaldriisen ein amylolytisches Enzym ent- 
halten. Allerdings scheint dasselbe teilweise nur in schwacher 
Wirksamkeit vorhanden zu sein, so daB es z. B. in den Glycerin- 
extrakten des Caecums des Kaninchens nicht mit Sicherhei! 
nachgewiesen werden konnte. Die geringe saccharizierende 
Wirkung der Extrakte und Prefbsiafte lie} die Vermutung auf- 
kommen, dah es sich hier nicht um ein in den Caecaldriisen 
produziertes Enzym, sondern um die amylolytische Wirksamkeit 
handele, die fast alle KOrperextrakte auszuiiben imstande sind.') 

') Ellenberger, Die Verbreitung des saccharifizierenden Fer- 
mentes im Pferdekérper, Archiv f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde, 
Bd. VIII, S. 91. 
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Ks sind daher Kontrollversuche mit Extrakten aus der Caecal- 


muskulatur, der Skelettmuskulatur u. a. m. angesetzt worden. 
Hierbei hat sich ergeben, dal die amylolytische Wirkung der- 
artiger Extrakte viel geringer als die der Extrakte und Prel- 
siifte der Caecalschleimhaut ist; denn in keinem Falle konnte 


Die 


Extrakte 


schon in 6 Stunden eine deutliche Verzuckerung des vorgelegten 
Kleisters festgestellt werden. 
Caecalschleimhaut waren vollig wirkungslos. 


der gekochten 
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tischen Enzyms in dem Caecalsekret muf auch das 


‘ines Milchsitureenzyms angenommen werden, da wir 
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in allen in Betracht kommenden Fallen das Auftreten freier 
Milchsiaure feststellen konnten, wie die umstehende Tabelle zeigt. 

Die bei der Autolyse der Caecalschleimhaut des Pferdes 
gewonnenen Extrakte zeigten ebenfalls eine amylolytische Wir- 
kung, indem sie bei der Einwirkung auf Starkekleister eine 
Umwandlung dieses in reduzierende Substanzen bewirkten; ebenso 
war auch in ihnen ein Milchsiiure bildendes Enzym vorhanden. 

Im AnschluB an diese Versuche sind auch Untersuchungen 
der Extrakte und Pref siafte auf ihren Gehalt an Erepsin und 
Enterokinase angestellt worden. 

Zur Priifung auf Erepsin wurden die Extrakte und Prefsifte, die 
kein Eiweifi verdauten, mit stark verdiinnter Peptonlisung, die nach Co hn- 
heim ') hergestellt worden war, auf 24 Stunden in den Briitofen eingestellt. 
Dann wurden die Eiweifkérper mit Na,SO, und CH,COOH in der Siede- 
hitze gefallt und im Filtrat die Biuretreaktion ausgefiihrt. In allen Fallen 
trat eine starke Peptonreaktion auf, Erepsin war demnach nicht zugegen. 

Zur Priifung auf Enterokinase wurden Mettsche Réhrchen ver- 
wendet, die nach dem Vorschlag von Prym*) mit Gelatine (100 H,0, 
5 g Gelatine, 5 ccm 5°%/oiges Formalin, 1 Tropfen Methylenblau) gefiillt 
waren. Ferner wurde ein Extrakt vom Pankreas des Pferdes derart her- 
gestellt, daf§ die Driise lebenswarm unter Glycerin gebracht, daselbst zer- 
kleinert und dann 8 Tage der Extraktion tiberlassen wurde. Der Extrakt 
zeigte nach 6 Stunden noch keine Einwirkung auf die Mettschen Réhrchen, 
enthielt also das Trypsin nur in seiner unwirksamen Vorstufe. 2 ccm 
Pankreasextrakt und 2 ccm Extrakt resp. Prefisaft der Caecalschleimhaut 
des Pferdes gelangten dann verdiinnt mit 5 ccm Wasser mit den Mettschen 
Réhrehen auf 6 Stunden in den Briitofen. 

Nach dieser Zeit war eine Aufldsung der Gelatine noch 
nicht erfolgt. Wurde der Aufenthalt im Briitofen auf 21 Stunden 
ausgedehnt, so war allerdings eine teilweise Aufldsung der Ge- 
latine eingetreten und zwar war von den Extrakten und Preb- 
siften der die Follikelplatten enthaltenden Teile der Caecal- 
schleimhaut am meisten Gelatine geldst worden. Bei 21 Stunden 
Verdauungszeit war aber auch bei den Kontrollversuchen ohne 
Zusatz von Caecalextrakten eine LOsung der Gelatine einge- 
treten, was nicht verwunderlich erscheint, da infolge der langen 
Versuchsdauer wohl infolge duBerer Einfliisse eine Uberfiihrung 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 451. 
*) Pfliigers Archiv, Bd. CIV, S. 440. 
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des Protrypsins in Trypsin stattgefunden haben diirfte. Dieses 
Resultat diirfte also wohl kaum einwandfrei sein und es findet 
auch nur deshalb hier eine Erwihnung, weil nach der An- 
schauung von Delezenne!’) gerade die cytoblastischen Gewebe 
der Darmschleimhaut die Triger der Enterokinase sein sollen. 
Diese Behauptung ist nicht ohne Widerspruch von anderer 
Seite geblieben; stellt man sich aber trotzdem auf Delezennes 
Standpunkt, so ist es nicht unmoglich, daB durch das bei den 
im vorstehenden geschilderten Versuchen zur Entfernung im- 
bibierter Enzyme unbedingt erforderliche lange Auswaschen und 
Wiissern der Schleimhaute gerade die gegen derartige Einfliisse 
sehr empfindlichen Lympfknotchen zerstort, mazeriert und ent- 
fernt worden sind. Nach obigem Versuch scheint es zum min- 
desten sehr unwahrscheinlich zu sein, daf Enterokinase in den 
eytoblastischen Geweben des Caecums enthalten ist. 

SchlieBlich sei noch erwéhnt, dai iibereinstimmend mit 
den friiheren in unserem Institute ausgefiihrten Untersuchungen 
die Anwesenheit eines lipolytischen Enzyms in der Caecal- 
schleimhaut nicht festgestellt werden konnte. 

Aus den Ergebnissen der im vorstehenden kurz skizzierten 
Versuche folgt, daB die aus dem alkalischen Caecuminhalt 
des Pferdes, des Schweines und des Kaninchens zu 
gewinnende Flissigkeit Cellulose in nicht unerheb- 
licher Menge lést. Beim Kochen bibit sie diese Fahigkeit ein, 
doch ist durch Fallen mit Alkohol aus ihr ein Cellulose losender 
Niederschlag nicht zu gewinnen. Die Menge der gelésten Cellulose 
ist abhingig vom Reichtum an Mikroorganismen, von 
der Dauer der Einwirkung und von der Quantitaét der 
zu den Digestionsversuchen benutzten Caecalfliissig- 
keit, sowie von der Art und der Herstellung der Cellulose. Die 
an Mikroorganismen reiche Caecalfliissigkeit lost mehr Cellulose 
als die an Mikroorganismen arme; aber auch bei voélliger Ab- 





wesenheit dieser werden noch gewisse Mengen von Cellulose ge- 
lost. Die aus saurem Caecalinhalte gewonnene Fliissigkeit lost 
nur sehr wenig Cellulose. Einfaches Wasser und 1°/o Sodalésung 
vermogen unter denselben Versuchsbedingungen Cellulose nicht 


', C. r. de la soe. de Biol. de Paris, 1901—1902. 
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zu lisen, ebenso ist in den in Frage kommenden Nahrungs- 
mitteln ein Cellulose lésendes Enzym nicht vorhanden. In den 
Extrakten und Sekreten der Caecalschleimhaut und der Caecal- 
driisen ist ebenfalls ein Cellulose l6sendes Enzym nicht zugegen. 

Die Blinddarmfliissigkeit enthalt ein proteolytisches. 
ein amylolytisches, ein Milchsiure- und ein invertierendes, aber 
kein lipolytisches Ferment. 

Im Sekret bzw. Extrakt oder Prefisaft der Caecal- 
schleimhaut ist dagegen kein proteolytisches Enzym_ vor- 
handen, wohl aber ein schwach wirkendes, saccharifizierendes 
Enzym. Dextrose wird in Milchsiiure gespalten. Erepsin und 
Knterokinase sind darin nicht enthalten. 


Nachschrift. 


Die Untersuchungen von Bergmann (Skand. Arch. fiir 
Phys., Bd. XVII, 5. 119) sind mir leider erst nach der Ab- 
sendung dieser Arbeit an die Redaktion bekannt geworden. 
weshalb dieselben im vorstehenden eine Beriicksichtigung nicht 


erfahren haben. Scheunert. 










































Zur Kenntnis der in den Nahrungsmitteln enthaltenen Enzyme 
und ihrer Mitwirkung bei der Verdauung. 

Von 
Arthur Scheunert und Walther Grimmer. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der kgl. sachs. tierarztlichen Hochschule 
zu Dresden.) 
(Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Ellenberger.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1906.) 


Durch die Untersuchungen Ellenbergers und seiner Mit- 
arbeiter uber die Verdauung der Einhufer und der Wiederkiuer 
war seinerzeit festgestellt worden, dafi im Magen dieser Tiere 
eine sehr bedeutende Amylolyse stattfindet, indem die in den 
Nahrungsmitteln enthaltene Starke in lOsliche Abbauprodukte, 
Dextrin, Maltose, usw. umgewandelt wird, die dann teilweise 
weiter in Milchséure gespalten werden. 

So werden im Magen des Pferdes bei Haferfiitterung von 
der in diesem Futtermittel enthaltenen Starke bis zu 60°/o,') 
bei Maisfiitterung bis zu 50°/o?) und mehr verdaut. Im Magen- 
iuhalte finden sich ganz erhebliche Mengen lodslicher, Feh- 
lingsche Losung reduzierender Abbauprodukte der Stirke und 
freie Milchsiiure. So konnten im Mageninhalte bei Haferfttterung 
teilweise 5O, ja sogar 120 g Zucker neben 10—50 g Milch- 
saure, bei Maisfiitterung (1. c.) bis zu 60 g Zucker nachgewiesen 
werden. Da im Hafer oft gar kein, im Mais nur eine minimale 
Menge (0,26°/o, vgl. S. 32) Zucker vorhanden ist, und da 
auberdem, wie wir nachgewiesen haben, im Magen fortwahrend 
eine Resorption der Abbauprodukte der Starke, (des Zuckers und 
der Milchsiéure) stattfindet, so sind die erwihnten, im Mageninhalte 


') Goldschmidt, Diese Zeitschrift. 
Scheunert, Pfliigers Archiv, Bd. CIX, S. 145. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 88 
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auftretenden Mengen dieser Verdauungsprodukte als recht be- 
trachtliche zu bezeichnen. 

Als Ursachen fiir die im Magen der Einhufer und Wieder- 
kauer ablaufende Staérkeverdauung kamen anfangs nach den 
umfangreichen Ellenbergerschen Untersuchungen zuniichst nur 
das von den Speicheldriisen produzierte Ptyalin und das in der 
Magenschleimhaut enthaltene, von gewissen Magendriisen pro- 
duzierte amylolytische Enzym in Betracht. Da aber, wie zahl- 
reiche in unserem Institute durchgefihrte Versuche dargetan 
haben, durch diese beiden in ungentigender Menge und unge- 
niigender Wirksamkeit vorhandenen Enzyme die betriachtliche, 
schon nach kurzer Zeit im Magen herrschende Stirkeverdauung 
nicht erkliirt werden kann, lie} Ellenberger weitere Unter- 
suchungen zur Auffindung anderer Fermentquellen ausfiihren. Bei 
dieser Gelegenheit wurde von Goldschmidt?!) das Vorkommen 
eines auf Starke saccharifizierend wirkenden Pilzes in der Luft 
festgestellt, der bei der Nahrungsaufnahme mit in den Magen ein- 
treten kann, wéhrend alle Versuche, die das Vorkommen von 
anderen bei der Magenverdauung mitwirkenden diastatischen 
Enzymen im TierkOrper (Untersuchung der Extrakte der cyto- 
blastischen Gewebe der Mund- und Rachenhohle und der Speise- 
rohre, der Tonsillen, der Driisen der Rachenhohle, des Schlund- 
kopfes und des Oesophagus) negative Resultate hatten. Die end- 
giiltige L6sung der Frage wurde aber erst dadurch herbeigefihrt, 
dafi Ellenberger die Nahrungsmittel untersuchte. Zur Unter- 
suchung gelangte zuniichst Hafer, der in einer Mischung mit 60 
bis 70°/o Wasser bei Bluttemperatur in den brutschrank ein- 
gestellt wurde. Die Analyse der abgepreBbten Fliissigkeit ergab, 
dafi im Digestionsgemisch eine lebhafte, mit der Zunahme der 
Digestionsdauer wachsende Zuckerbildung eingetreten war. 

War aber der Hafer vorher auf 100° erhitzt worden, so 
konnte eine Zunahme der etwa im Hafer bereits vorhandenen 
Zuckermenge mit der Dauer des Aufenthaltes im Thermostaten, 
also ein amylolytischer Vorgang, nicht beobachtet werden. 
Hierdurch kam Ellenberger?) auf die Vermutung, dal 


') Goldschmidt, Diese Zeitschrift, Bd. X, 8. 299. 
*) Archiv f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde, Bd. XIII, S. 188. 
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im Hafer selbst ein Enzym vorhanden sein miisse, welches 
unter den im Magen gegebenen Bedingungen eine amylolytische 
Wirkung auf das Stiirkemehl des Hafers zu entfalten vermag. 
Ein weiterer Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme konnte 
durch das Tierexperiment erbracht werden. Von 2 Pferden 
erhielt, nachdem der Magen durch 36stiindiges Hungern von 
den Resten friiherer Mahlzeiten befreit worden war, das eine 
2 kg rohen Hafer, wahrend das andere 2 kg vorher 5 Minuten 
in siedendem Wasser erhitzten Hafer vorgelegt bekam. 2 Stunden 
nach Beendigung der Mahlzeit wurden die Tiere getdtet und 
der Mageninhalt auf den Gehalt an Zucker und Saure (Milch- 
siiure) gepriift. Wahrend das mit rohem Hafer gefiitterte Pferd 
einen Zuckergehalt von 1,5°/o und einen Sauregrad von 0,4°/o 
(als Milechsaure berechnet) im Mageninhalte aufwies, wurden 
bei dem mit gekochtem Hafer gefiitterten Tiere nur 0,5°/o Zucker 
und 0,1°/o Milehsaure gefunden. Durch diese Versuche war 
demnach bewiesen, dafi im rohen Hafer ein durch Siedehitze 
zerstOrbares, unter den im Magen gegebenen Bedingungen kriftig 
wirkendes amylolytisches Enzym vorhanden ist, und dal ein 
Teil, und zwar kein unbetrachtlicher, der im Magen ablaufenden 
Stiirkeverdauung der Wirkung dieses Enzyms zugeschrieben 
werden mub. 

Diese, auf die Ermittelung von in den Nahrungsmitteln ent- 
haltenen, bei der Magen- und Darmverdauung wirksamen En- 
zymen gerichteten Untersuchungen sind im Laufe der Jahre in 
unserem Institute fortgesetzt, auf die verschiedensten Nahrungs- 
mittel ausgedehnt und gelegentlich anderer Arbeiten nachgeprift 
worden. So ist das Vorkommen eines bei KoOrpertemperatur 
wirksamen, amylolytischen Fermentes in verschiedenen Mehl- 
sorten, sowie im Roggenstroh und Wiesenheu,!) und das Vor- 
kommen eines proteolytischen und Milchsiure bildenden Enzymes 
im Hafer nachgewiesen worden. 

Das Vorkommen von diastatischen und _ proteolytischen 
Enzymen in den Pflanzen und Pflanzensamen, besonders in 
keimenden Samen, ist eine schon lingst bekannte und durch 
viele ausgezeichnete Experimentaluntersuchungen belegte Tat- 


') Veterinirber. 18. 
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sache. Die dariiber existierende Literatur ist sehr umfangreich. 
doch liegt keine Veranlassung vor, darauf niher einzugehen. 
da es sich ber den in unserem Institute ausgefiihrten Unter- 
suchungen lediglich darum handelte, das Vorhandensein von 
solechen Enzymen in den pflanzlichen Nahrungsmitteln nachzu- 
weisen, welche imstande sind, die wichtigsten Nihrstoffe der- 
selben (Kohlehydrate, Eiweibkorper und Fette) unter den be- 
dingungen, denen sie im Verdauungsschlauche ausge- 
setzt sind, zu den fiir den Organismus verwertbaren Produkten 
abzubauen. Diese Frage, welche fiir die Beurteilung der Ver- 
dauungsvorgiinge besonders der Herbi- und der Omnivoren von 
der weitgehendsten Bedeutung ist, sind in der oben erwiihnten 
Literatur kaum erwéhnt worden. 

Durch die eingangs geschilderten Untersuchungen von 
Kllenberger und seinem Mitarbeiter V. Hofmeister ist zum 
erstenmal auf die grobe Rolle, die die Nahrungsmitte!l- 
enzyme bei der Verdauung spielen, hingewiesen worden. 
ser der Fortsetzung derartiger Versuche, die in unserem Insti- 
tute auf einige weitere, teilweise als Kornerfutter dienende 
Futtermittel ausgedehnt wurden, haben sich einige neue Tat- 
sachen ergeben, die im folgenden mitgeteilt werden sollen. Die 
neuen Versuche erstreckten sich auf Hafer, Mais, Pferdebohnen, 
Lupinenkorner, Buchweizen und Wicken und bezweckten, das 
Vorkommen und die Wirkung eines amylolytischen, proteo:- 
Iviischen, Milchsiiture bildenden und cytohydrolytischen Enzyms 
unter den im Magen und Darm wiihrend der Verdauung herr- 
schenden Verhiiltnissen festzustellen. 


Untersuchung uber das zuckerbildende Nahrungsmittelenzym. 


Zuniichst wurde in jedem Nahrungsmittel der in ihm ent- 
haltene, losliche Zucker bestimmt, indem je 5 g der Nahrungs- 
mittel mit der 10 fachen Menge eiskalten Wassers tibergossen 
wurden und nach griindiichem Vermengen eine Viertelstunde 
im Kisschrank sich selbst tiberlassen blieben. Im Filtrat erfolgte 
dann nach der weiter unten beschriebenen Methode die Be- 
stimmung des gelésten Zuckers. Zur Untersuchung auf das 
Enzym gelangten die Nahrungsmittel, in denselben Mengen- 
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erhaltnissen mit Wasser gemengt, auf 2 und 6 Stunden bei 
'—40° in den briitofen. Fir jede Verdauungszeit setzten 
stets eine besondere Portion in einem besonderen Erlen- 
verkélbchen an, da sich herausstellte, dai bei Entnahme 
Proben fiir die verschiedenen Verdauungsstunden aus dem- 
ben Kolbehen infolge der dadurch hervorgerufenen Flissig- 
tsverminderung ungenaue Kesultate erhalten wurden. Da es 
erner von Interesse schien, die Wirkung des Enzyms nicht nur 
neutraler Reaktion, die im Mageninhalte wenigstens gleich- 
tig an allen Stellen niemals herrscht, kennen zu _ lernen, 
ten wir die Verdauungsversuche auch noch bei alkalischer, 
itsprechend der rein amylolylischen Periode der Magenver- 
wing (0,2°/o Na,CO,) und schwach salzsaurer, entsprechend 
spateren gemischt amvlolytisch-proteolytischen und der vor- 
egend proteolytischen Periode Reaktion (0,2° 9 HCl) aus. 
Zur Bestimmung des Zuckers versetzten wir nach Ellen- 
‘oer das Gemisch unter Umschitteln zunichst mit 10 ecm 
-phorwolframsiiurel6sung und 10 ccm einer Salzsaiure vom 
ezifischen Gewicht 1.125, um die in Lésung befindlichen Ei- 
kOrper (mit Einschlufb von Albumosen, Proteosen, Peptonen 
-w.). deren Anwesenheit die quantitative Zuckerbestimmung 
zu entfernen. Nach einiger Zeit setzt sich bei dieser 
andlung der Niederschlag zu Boden. Hierauf wird die tber- 
hende Flissigkeit abfiltriert, und der Filtrierriickstand mit 
ser solange ausgewaschen, bis im Filtrat eine Zuckerreaktion 
mehr erhalten werden kann. Das Filtrat wird hierauf 
Natronlauge alkalisiert, der eventuell entstehende Phosphor- 
‘ramsdureniederschiag abfiltriert und das so erhaltene klare 
schwach alkalische Filtrat auf 200 ecm gebracht. In je 
2) com dieses Filtrates wird der Zucker nach der Allihnschen 
‘ethode bestimmt und als Dextrose in Rechnung gebracht. Die 
tate unserer Versuche sind in der folgenden Tabelle zu- 
iengestellt. 
Wie aus der Tabelle hervorgeht und auch schon friiher 
nserem Institute nachgewiesen worden ist, ist der Zucker- 
der Nahrungsmittel sehr verschieden. Wiahrend wir im 
weizen gar keinen oder nur Spuren von mit Wasser extrahier- 
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barem Zucker vorfanden, fanden sich in den Lupinen 3,4°), 
vor. Ahnliche Unterschiede ergaben schon die friiher ausge- 
fihrten Versuche, bei denen im Erbsenmehl nur Spuren, in 
Kartoffeln, Reis und Stroh ca. 0,1°/o, in Gerste, Roggen, Hafer. 
Mais ca, 0,2—O0,5°/o und im Wiesenheu 2°/o Zucker gefunden 
worden waren. Es mag hierzu noch bemerkt werden, daf} der 
Zuckergehalt jedes Futtermittels fiir sich auch verschieden ist, 
je nach dem Alter, der Art der Aufbewahrung usw., man findet 
also Hafer, der zuckerfrei ist, solchen der 0,2°/o, anderen, de: 
Q0,5°/o Zucker enthalt usw. Es muf also jedes zu einem Ver- 
suche verwendete Futtermittel in jedem Falle analysiert werden. 














Zucker in]Dauer des} Zucker im Mittel in Prozenten wahrend 
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Bei den neu untersuchten Futtermitteln nahm, wie bei den 
friiher untersuchten, bei den bei Bluttemperatur angestellte: 
Verdauungsversuchen die Zuckermenge im Verdauungsgemis«’: 
von Stunde zu Stunde zu. So ist im Maximum unter 
giinstigsten Bedingungen nach 6stiindiger Verdauungszeit 
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Zuckergehalt bei Mais auf das 10fache, bei Wicken um das 
\fache, bei Pferdebohnen um das 4fache, bei Lupinen um das 
‘fache der urspriinglich in den rohen Frichten enthaltenen 
Zuckermenge gestiegen. Die Erklarung dieser Tatsache kann nur 
in der Wirkung eines amylolytischen Enzyms gefunden werden, 
velches in den rohen Friichten enthalten ist und seine Wirkung 
inter den gegebenen Versuchsbedingungen auf das Stiarkemehl 
rselben entfaltet. 

Besonders bemerkenswert ist, dai wir auch jetzt wieder 
oststellen konnten, dali die Nahrungsmittel, die den reichlichsten 
Gehalt an Zucker aufweisen, auch beim Verdauungsversuch die 
spiiten Zuckermengen zu bilden vermogen. Am zuckerirmsten 

der Buchweizen, der uberhaupt keinen Zucker enthalt, in ihm 
sich nach 6 Stunden in alkalischer L6sung erst 2°,o Zucker 
bildet, Wicken und Lupinenkorner, mit dem grobten Zucker- 
halt. haben nach gleicher Zeit die grofte Menge (8—10°/o) 
bildet. 
Von besonderem Interesse erscheint ferner die Betrachtung 
or Wirkungsweise des saccharifizierenden Nahrungsmittelenzyms 
verschiedener Reaktion des Verdauungsgemisches. 
Wir wiéhlten, wie oben erwiéhnt, ahnliche Konzentrationen von 
~iure und Alkali, wie sie im Magen- und Darminhalt der Pfilanzen- 
esser waihrend der Verdauung zu herrschen pflegen, und konnen 
i Grund der vorstehenden Tabelle feststellen, dab das amylo- 
sche Enzym aller von uns untersuchten Nahrungsmittel bei 
nwach alkalischer und mit Ausnahme des Buchweizens auch 
neutraler Reaktion eine saccharifizierende Wirkung zu ent- 
ten vermag. Je nach der Art der Nahrungsmittel und der 
iuer der Verdauung wird diese Wirkung durch alkalische oder 
itrale Reaktion begiinstigt. Auf alle Falle kann das Enzym 
er den in unserem Institute zuerst erkannten Bedingungen, 





» wahrend der ersten und im Anfange der zweiten Periode 
' Magenverdauung der Herbi- und Omnivoren bei Aufnahme 


er starkehaltigen Nahrung im Magen herrschen, eine kraftige 
~arkeverdauung bewirken. 

Bemerkenswert scheinen uns besonders die Resultate zu 

die wir bei den Verdauungsversuchen bei schwach saurer 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 3 
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Reaktion erhalten haben. Das im Hafer, Mais und Buchweizen 
enthaltene amylolytische Enzym wird offenbar durch eine Kon- 
zentration von Q,2°/o HCl wirkungslos gemacht, da sich auch nach 
langerem Aufenthalte im Thermostaten nur Spuren von Zucker 
im Verdauungsgemisch nachweisen liefen. Das amylolytische 
Enzym der Pferdebohnen, Lupinenkorner und der Wicke hin- 
gegen verliert hierbei seine Wirksamkeit nicht, sondern behilt 
dieselbe, wenn auch in geringerem Mabe, bei. Da uns 
diese Eigenschaft des Enzyms, auch in saurer LOsung wirksam zu 
sein, sehr merkwiirdig erschien, haben wir mehrfache Kontroll- 
versuche angestellt, die bei den betreffenden Nahrungsmitteln 
unsere Ergebnisse bestatigten. 

Fiir den Ablauf der Magenverdauung der Pflanzenfresser 
diirfte dieser Befund von grofer Bedeutung sein. ‘So haben 
z. B. beim Pferde die Untersuchungen von Ellenberger und 
Hofmeister!) dargetan, dafi das fiir die Stiérkeverdauung im 
Pferdemagen neben dem Nahrungsmittelenzym wichtigste Enzym, 
das Ptyalin des Pferdespeichels, bei einer Konzentration von 
Q,02°/9 HCl in seiner Wirkung stark beeintrachtigt und durch 
hdhere Konzentrationen, 0,03—0,04°/o HCI, sogar ganz wirkungslos 
wird. bei Hafer- und Maisfiitterung wird also die Stirke- 
verdauung an den Stellen des Mageninhaltes unterbrochen werden. 
an denen eine solche Salzséurekonzentration auftritt, was auch, 
wie in unserem Institute nachgewiesen worden ist, bekanntlicli 
im Verlaufe der 3. Periode der Magenverdauung in der Fundus- 
driisenregion der Fall ist. Gibt man hingegen ein Nahrungsmittel, 
dessen amylolytisches Enzym noch bei einer Konzentration von 
Q,2°/o HCl wirksam ist, so wird die Stirkeverdauung auch in 
den spateren Verdauungsstunden, in denen bei den Herbivorei 
im héchsten Falle eine Konzentration von 0,2°/o HCl und nur 
selten von 0,3°/o im Magen zu finden ist, erhalten. Die be- 
obachtung dieser Verhialtnisse diirfte auch fiir die Wahl der 
Futtermittel bei Magenerkrankungen von Bedeutung sein. 

Ks mul} weiterhin aber noch darauf aufmerksam gemacht 
werden, das im Magen der Pflanzenfresser und der Pflanzen- 
nahrung aufnehmenden Omnivoren der im Mageninhalte vor- 





4) 


‘) Archiv f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde, Bd. XII, S. 33". 



















































Zur Kenntnis der in den Nahrungsmitteln enthaltenen Enzyme usw. 39 


! | handene Séuregrad nur zu einem geringen Teil von Salzsaure, 
‘ zu einem erheblichen Teile jedoch von Milchsiure herriihrt. 
Diese organische Saure wirkt aber, wie diesbeziigliche von uns 
l angestellte Versuche zeigen, nicht in dem gleichen Grade wie 
die Salzsiure hemmend und hindernd auf die diastatische Wir- 
- & kung des amylolytischen Nahrungsmittelenzymes (z. B. in Hafer 
: und Mais) ein. Bei den Verdauungsversuchen in vitro wirkte 
5 | dieses Enzym immer noch saccharifizierend, trotzdem infolge 
1 — der daneben ablaufenden Milchsauregiirung sich die Saiure derart 


: | ansammelte, dafi sich im Verdauungsgemische 0,3—0,4°/o Milch- 
siiure vorfanden. 

Auch die mit Zusatz von Milchsiéure angestellten Versuche 
haben gezeigt, daB die Milchsdure in Konzentrationen von 0,5 °/o 


. @ und dariiber das Enzym in seiner Wirkung nicht behindert. 
Ks geht aus allem diesen hervor, dafi das amylolytische 
; @ Nahrungsmittelenzym des Hafers, des Maises etc., dessen Wirkung 
durch O,1- und 0,2°/oige Salzsiure aufgehoben wird, sehr wohl 
1 noch saccharifizierend im Magen wirken kann, trotzdem der 
| Mageninhalt einen Sauregrad von 0,2°/o und dariiber zeigt, 


falls dieser Siuregrad nicht durch das Vorhandensein von freier 
Salzsiure hervorgerufen wird, bzw. falls diese Siiure neben 
der Milchsaure nicht in geniigend hoher, eine Hemmung der 
amylolytischen Wirkung verursachender Konzentration vor- 
) handen ist. Diese Tatsache ist von grofier Bedeutung fiir die 
| beurteilung der Magenverdauung der Herbi- und Omnivoren. 
Bei der Betrachtung der bei den Verdauungsversuchen 

in salzsaurer LOsung gewonnenen Prozentzahlen fiallt auf, 

dali bei samtlichen Nahrungsmitteln nach 2 Stunden weniger 

Zucker im Verdauungsgemisch vorhanden ist, als darin 
iberhaupt bei viertelstiindiger Extraktion im Eis- 
schranke nachgewiesen werden konnte. Wir glaubten 

zuerst, dafi unsre Methode der Bestimmung des Zuckergehaltes 

der Nahrungsmittel insofern nicht einwandfrei sei, als vielleicht 

bei neutraler Reaktion schon im Eisschrank durch Enzymwirkung 

eine Vermehrung ihres Zuckergehaltes veranlaft werde. Es 

wurde deshalb ein Kontrollversuch ausgefiihrt, bei dem wir, 

uin Enzymwirkung auszuschlieBen, zur Extraktion eine 1°/oige 

3* 
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eisgekiihlte Salzsaiure verwandten und alle Manipulationen aus- 
schlieBlich im Eisschranke vornahmen. Die Zuckerbestimmung 
ergab jedoch genau denselben Wert wie vorher. Eine Erklirung 
fiir die erwihnte Tatsache kann demnach nur darin gefunden 
werden, dafi infolge der salzsauren Reaktion irgendwelche Vor- 
giinge im Verdauungsgemisch ablaufen, die eine Zersetzung der 
entstehenden reduzierenden Kohlehydrate bewirken, welche 
wenigstens anfinglich betrachtlicher ist, als die durch die 
enzymatische Wirkung bedingte Zunahme derselben. Um fest- 
zustellen, ob etwa als Zersetzungsprodukte des Zuckers Séuren 
auftreten, stellten wir folgende Versuche mit Proben von Hafer 
und Pferdebohnen an. Je 2 Proben von je 5 g der beiden 
Nahrungsmittel wurden mit 50 cem 0,2°/oiger HCl, deren Titer 
gegen ®/10-NaOH vorher genau bestimmt worden war, in den 
Briitofen eingestellt. Nach einer Viertelstunde unterbrachen wir 
den Versuch, filtrierten ab und bestimmten im Filtrat von 
neuem die Aciditiit mit "/10-NaQH. Dies erwies sich nach Vor- 
versuchen als unbedingt notig, da jedes Nahrungsmittel Be- 
standteile, die sowohl organischer wie anorganischer Natur 
sein dirften, enthalt, welche ein gewisses Siurebindungs- 
vermogen besitzen. Die Zeit von einer Viertelstunde wiihlten 
wir, um sicher sein zu kOnnen, dab dann alle Neutralisations- 
bzw. salzbildenden Vorgiinge abgelaufen sein wiirden, die Aci- 
ditit des Verdauungsgemisches eine Verminderung also nich 
mehr erfahren kénne. Nach 2 stiindigem Aufenthalte im Thermo- 
staten wurde die 2. Probe abfiltriert und wiederum die Aciditiit 
mit "/1o-NaQH bestimmt. War jetzt ein Anwachsen derselben 
festzustellen, so kOnnte dieses wohl nur dadurch erklart werden, 
dali Vorginge im Verdauungsgemisch abgelaufen sind, die ein 
Auftreten freier Siure im Gefolge haben. Die Resultate waren 
folgende: 


lI. Hafer: 
25 ccm neutralisieren 16 cem ®/10-NaOH 
25 » Lésung von '/¢ Stunde im Briitofen neutralisieren 11,6 ccm 9/10-NaOH 
25 » > >» 2Stunden > > > 12,1 >» 


Auf Milchsdure berechnet war demnach eine Aciditaétszunahme 
von 0,18°/s erfolgt. 
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Il. Pferdebohnen: 


25 ccm HCl neutralisieren 16,0 ccm ®/10-NaOQH 
25 » Loésung von ‘Stunde im Britofen neutralisieren 11,1 com" 10-NaOH 
97 > > » 2Stunden » > . 235 » > 


Auf Milchséure berechnet war hier eine Zunahme des Siure- 
gehaltes um 0,43°/o erfolgt. 

Ob durch diese Versuche eine Erkléirung fiir das Ver- 
schwinden von reduzierenden Kohlehydraten gegeben werden 
kann, bleibt dahingestellt (man denke an das Auftreten saurer 
durch Proteolyse entstandener Verdauungsprodukte), jedenfalls 
erscheint uns das im Verdauungsgemische mit diesem Ver- 
schwinden Hand in Hand gehende Anwachsen des Siiuregehaltes 
durch obige Versuche einwandfrei nachgewiesen. 

Wenn aus den Ergebnissen der friiheren und der neueren 
Versuche zu schlieben ist, dab Nahrungsmittelenzyme bei der 
Verdauung der Stirke im Magen eine grobe Rolle spielen, so 
war es doch nodtig, auch festzustellen, ob diese Enzyme bei der 
Darmverdauung ebenfalls wirken kOnnen. 

In dieser Richtung ist von uns durch andere Versuche 
festgestellt worden, daf ein kleiner Teil der aufgenommenen 
Nahrung den Magen rasch durcheilt, ja beim Pferde tritt ein 
Teil der Nahrung, ohne der Magenverdauung ausgesetzt gewesen 
zu sein, schon wéhrend der Mahlzeit in den Darmkanal iiber. 
Ks kann keinem Zweifel unterliegen, dafi in diesen Teilen der 
aufgenommenen stiarkemehlhaltigen Nahrung das Nahrungs- 
mittelenzym auch im Darmkanal seine Wirkung entfalten kann, 
die Galle, der Darm- und Pankreassaft hindern diese Wirkung 
nicht; bei der in der ersten Zeit im Diinndarminhalt herrschenden 
alkalischen Reaktion wirkt das amylolytische Nahrungsenzym 
sicherlich gut. Spéater wird der Darminhalt infolge der Milch- 
siuregirung sauer. Freie Milchsiure beeintriichtigt aber das 
Nahrungsmittelenzym in seiner fermentativen Wirkung_ nicht. 

Ein grofer Teil der aufgenommenen Nahrung bleibt aber 
‘ange im Magen; das amylolytische Enzym wird dann in seiner 
Wirkung durch die sich ansammelnde Salzsiiure mehr oder 
Weniger gehemmt. Es ist nun die Frage, ob dieses Enzym im 
Narmkanale seine Wirksamkeit wieder erhalt bzw. beibehiilt, 
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wenn die Salzsiure nicht mehr zugegen ist, oder ob im Magen 
durch die Einwirkung der Salzséure auf das Nahrungsmittel- 
enzym dieses nicht nur in der Wirkung gehemmt, sondern 
zerstOrt worden ist. 

In bezug auf das aus dem Tierkérper stammende amylo- 
lytische Enzym ist friher schon in unserem Institute festge- 
stellt worden, dai die 0,03—0,2°/oige Salzséiure dieses En- 
zym nicht vernichtet, sondern daB dessen Wirksamkeit wieder- 
kehrt, wenn die Konzentration der Salzsiéiure entsprechend ge- 
mindert wird, bzw. wenn die Salzséure durch eine organische 
Saure ersetzt oder wenn das durch die Gegenwart der HC] 
wirkungslose Verdauungsgemisch alkalisiert wird. Allerdings 
zeigte sich, daf das betreffende Enzym (Ptyalin, amylolytisches 
Magenenzym), nachdem es der Wirkung einer 0,1—0,2°/oigen 
Salzsiure ausgesetzt gewesen war, schwicher wirkte als vorher. 
Es handelte sich nun darum, festzustellen, wie sich das Nahrungs- 
mittelenzym in dieser Beziehung verhilt, ob es also durch die 
Salzsiiure in der genannten Konzentration zerstért, oder ob 
seine Wirksamkeit nur voriibergehend gehemmt wird, und 
wiederkehrt, sobald die HCl entfernt wird. Wir muBten dieses 
Enzym also zuniachst der Wirkung einer 0,1—0,2°/oigen Salz- 
siure aussetzen, dann das Gemisch neutralisieren bzw. alkali- 
sieren und feststellen, ob das Enzym jetzt iberhaupt wieder bezw. 
in verstiirktem Mafie saccharifizierend auf Starke wirkt. 

Gleichzeitig haben wir auch ein Urteil iiber die Wirkungs- 
fiihigkeit der Enzyme fiir den Fall zu erhalten versucht, wenn 
sie zunaichst der Wirkung von Alkali ausgesetzt werden und 
dann Saurezusatz erfolgt. 

Wird die durch Salzsiiure verursachte Hemmung der 
enzymatischen Wirkung durch Neutralisation oder Alkalisieren 
wieder aufgehoben, dann ist erwiesen, dai das in der Nahrung 
enthaltene, im Magen durch die HCl wirkungslose oder geschwiichte 
amylolytische Enzym im Darm unter den dort herrschenden Ver- 
hiltnissen (bei alkalischer oder auch nur durch Milchsaure be- 
dingter saurer Reaktion) wieder verdauend wirken kann. Fiir die 
Tiere hat dies eine groBe Bedeutung, weil sie ja fast nur rohe, 
ungekochte Nahrung aufnehmen. Bei gestérter Absonderung des 
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Pankreassaftes (Pankreasachylie) und anderen Stérungen in der 
Absonderung der in den Darm sich ergiefenden Verdauungs- 
sjifte ist die Frage, ob das amylolytische Enzym der Nahrung, 
des Speichels und des Magensaftes im Darm noch wirken kann, 
trotzdem es im Magen unwirksam geworden war, von sehr 
srober Bedeutung. Es bleiben dann die durch Stérungen der 
Stiirkeverdauung bedingten Folgen der Krankheit aus. 

Zur Beantwortung dieser Fragen haben wir einige Ver- 
suche in folgender Weise ausgefiihrt. Es wurden zuniichst bei 
saurer oder alkalischer Reaktion unter den iiblichen Konzen- 
trationsverhiltnissen die Nahrungsmittel 6 Stunden im Briitofen 
celassen, hierauf wurde genau neutralisiert und dann durch Zu- 
fiigen bekannter Mengen HCI- und Na,CO,-Lésung die der ur- 
spriinglichen entgegengesetzte Reaktion unter den tiblichen Kon- 
zentrationsverhiltnissen hergestellt. Nach weiterem 6 stiindigen 
Aufenthalte im Thermostaten wurde der Zuckergehalt bestimmt. 
Die Versuche, die sich sehr weitliufig gestalteten, sind zu einem 
endgiltigen Abschlusse nicht gelangt, ihre Resultate deuten 
darauf hin, da in einigen Futtermitteln, und zwar in denen, 
deren Starkemehl sowohl in saurer, als auch in alkalischer 
Losung verzuckert wird, z. Bb. Pferdebohnen, zwei Enzyme 
vorhanden sind, von denen das eine nur bei schwach 
saurer, das andre nur bei alkalischer Reaktion das 
Maximum seiner Wirksamkeit erreicht. Das amylolytische 
Enzym des Hafers und des Mais scheint durch anfangliche 
6stiindige Einwirkung von 0,2°/oiger Salzsiiture seine amylo- 
lvtische Wirkung bei spaterer alkalischer Reaktion nicht ein- 
zubiijen. Ks kann also, selbst wenn es im Magen wihrend 
langerer Zeit der Einwirkung der dort vorhandenen HCI ausge- 
setzt und zeitweise unwirksam war, im Darm unter den dort vor- 
iegenden Verhaltnissen wieder verdauend auf die Starke der 
Nahrung wirken. 

In bezug auf das Vorkommen eines Milchsaureenzyms 
konnten wir feststellen, da ein solches in simtlichen von uns 
untersuchten Nahrungsmitteln enthalten ist. Wir steliten je 1 g 
der Nahrungsmittel mit 50 eem H,O bei 39—40° in den Briit- 
olen ein. Nach 2 und 6 Stunden wurde abfiltriert und im 
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Filtrat mit "/:0-NaOH der Saiuregrad ermittelt, sowie mit Uffe|- 
mannschem Reagens auf Milchsiiure gepriift. Nach 2stiindigem 
Aufenthalte im Thermostaten war nur bei den Lupinenkornern 
eine deutlich saure Reaktion nachzuweisen, nach 6 Stunden 
war aber bei simtlichen Versuchen freie Milchsaure vorhanden. 
Nach dem Abfiltrieren gegen ",10-NaOH titriert ergab sich, be- 
rechnet auf die angewandte Substanz, folgender Milchsiéuregehalt : 
Pferdebohnen hatten gebildet: 0,36°/o Milchsiure 


LupinenkOrner= >» >»  : 1,08°/o > 
Buchweizen > > + 0,36%o e 
Wicke » » : 0,18 °/o » 


Ob der von uns festgestellte Siéiuregrad lediglich auf 
Rechnung der Milchsiiure zu setzen ist, bleibt dahingestellt, 
jedenfalls konnte freie Milchsiure qualitativ stets nachgewiesen 
werden. 


Untersuchung auf ein in den Nahrungsmitteln vorhandenes proteo- 
lytisches Enzym. 


Unsere Untersuchungen auf ein proteolytisches Enzym waren 
nur qualitativer Art und sollten nur feststellen, ob eine Pep- 
tonisierung der in den Nahrungsmitteln enthaltenen Eiweifikorper 
unter den im Magen und Darm herrschenden Bedingungen durch 
ein proteolytisches Nahrungsmittelenzym bewirkt werden kann. 

Wir stellten zuniichst fest, ob in den fraglichen Nahrungs- 
mitteln Pepton vorhanden ist, indem wir je 5 g von fein ge- 
schrotenem Mais, Lupinenkérnern, Buchweizen, Wicken und 
Pferdebohnen mit 50 ccm Wasser gut vermischt eine Viertelstunde 
lang im Eisschrank stehen liefen, hierauf filtrierten, im Filtrate die 
EKiweibkorper mit Essigsaure und Natriumsulfat in der Siedehitze 
entfernten und nach abermaligem Filtrieren und Auswaschen 
die Biuretreaktion im Filtrate anstellten. In keinem Falle konnte 
auf diese Weise eine Peptonreaktion erhalten werden. 

Zum eigentlichen Versuche gelangten stets 5 g des_be- 
treffenden Nahrungsmittels mit 50 cem H,O, 50 cem HCl (0,2° » 
oder 50 cem Na,CQ, (0,2°/o) auf 24 Stunden bei 39—40° in 
den Thermostaten. Nach dieser Zeit wurden die Proben zu- 
niaichst koliert und im Kolat die EiweiBkérper entfernt, deren 
Menge z. b. bei den Lupinen so grof war, daB nach ihre! 
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Abscheidung das ganze Verdauungsgemisch eine breiige Be- 
schaffenheit zeigte. Im Filtrat wurde dann wieder die Biuret- 
probe angestellt. Die nachfolgende Tabelle enthalt die Zusammen- 
stellung der Resultate. 











Peptonreaktion. 





Art des Die Verdauung ging vor sich in Losung: 
Tohrungsm] Ss | . 
Nahrungsmittel sauer neutral alkalisch 

. se sebr schwach sehr schwach 
Mais negativ ian ae 
positiv positiv 
, sehr stark sehr stark | ne 
Pferdebohnen . — schwach positiv 
positiv positiv 
sehr stark | sehr stark 

Lupinen negativ (ty 

positiv positiv 


sehr stark sehr schwach 


Buchweizen stark positiv 


positiv | pOsitiv 
' sehr stark | sehr stark sehr stark 
Wicke wie a . - 
positiv | positiv positiv 





Nach den vorstehend mitgeteilten Versuchsergebnissen er- 
scheint es zweifellos feststehend, dafi in allen untersuchten 
Nahrungsmitteln proteolytische Enzyme enthalten sind, 
die teils in alkalischer, teils in saurer LOsung das Ma- 
ximum ihrer Wirksamkeit entfalten. Mais und Lupinen- 
korner enthalten nur in neutraler und schwach alkalischer Lésung 


‘wirkende proteolytische Enzyme, wiihrend bei Pferdebohnen 


und Buchweizen gerade die saure Reaktion des Verdauungs- 
gemisches die Wirkung des Nahrungsmittelenzyms_ begiinstigt. 
bei Wicken konnten keine durch die Reaktion der Digestions- 
lllissigkeit bedingten Unterschiede in der Intensitét der Pepton- 
reaktion nicht festgelegt werden. 

Fiir die Verdauungsvorgiinge im Magen erscheint uns 
besonders wichtig, daf8 wenigstens bei einigen der Nahrungs- 
mittel die Proteolyse nicht abhiingig von der Reaktion des 
Mageninhaltes ist; trotzdem infolge der anfiinglich im Magen 
der Pflanzenfresser herrschenden alkalischen, neutralen oder 
schwachsauren Reaktion (Milchsiure) eine peptische Wirkung 
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kann also die Eiweifiverdauung mit Hilfe 
des proteolytischen Nahrungsmittelenzyms vor sich gehen. Dieser 
Befund kann vielleicht nicht allein fiir die Magenverdauung. 
sondern auch fiir die Darmverdauung von Wichtigkeit sein, 
indem im Darm die bei alkalischer Reaktion wirksamen Enzyme. 
welche durch die saure Reaktion des Mageninhaltes ihre Wirk- 
samkeit noch nicht eingebiiBt haben, den EiweiBabbau befordern,. 
Unsre geringe Kenntnis von der Natur dieser Enzyme gestattet 
es nicht, weitere bindende Schliisse zu ziehen, doch beabsich- 
tigen wir, weitere quantitative Versuche anzustellen, um iiber 
Natur und Wirkungsweise des oder der in jedem Nahrungs- 
mittel enthaltenen proteolytischen Enzyme Aufkliirung zu erhalten. 

Da uns der Enzymgehalt des Mais infolge unserer Arbeit 
liber die Verdauung desselben beim Pferde!) besonders inter- 

| essierte, wurde versucht, die Einwirkung verschiedener Siiure- 
konzentrationen auf das nur bei schwach alkalischer und neu- 
traler Reaktion wirkende Enzym kennen zu lernen. Zu diesem 
Zwecke gelangten je 5 g Mais mit 50 ccm einer 0,2-, O,1- und 
0,05°/oigen HCI auf 24 Stunden in den Briitofen. Nach dieser 
Zeit hatte sich, wie zu erwarten, kein Pepton gebildet. Hierauf 
wurde genau neutralisiert und das Gemisch abermals 24 Stunden 
im Ofen belassen. Auch nach dieser Zeit konnte eine Pepton- 
bildung nicht nachgewiesen werden. Es war also offenbar eine 
Zerstorung des proteolytischen Enzyms durch die in den ober. 
genannten Konzentrationen einwirkende Salzsaure erfolgt. Eine 
Mitwirkung des proteolytischen Enzyms bei der bei alkalischer 
Reaktion ablaufenden Darmverdauung erscheint also bei Mais- 
fiitterung ausgeschlossen. 

Bekanntlich herrscht aber in den ersten !/s--?/s der Lange 
des Diinndarms liangere Zeit nicht eine alkalische, sondern eine 
durch Milchsiiture bedingte saure Reaktion. Hierbei ist eine 

proteolytische Mitwirkung des Maisenzyms nicht ausgeschlossen. 


ausgeschlossen ist, 



















Untersuchungen auf ein celluloselosendes Enzym. 


Mit der Frage der Celluloseverdauung im Blinddarm (siehe 
die vorige Abhandlung) beschaftigt, erschien es uns interessant, 









1) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. &8. 
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Ife / in den von uns untersuchten Futtermitteln auf ein cytohydro- 
ser lytisches Enzym, eine Cytase, zu priifen. Nach Brown!) soll 
ng. ein derartiges Enzym im Verdauungstrakt, speziell im ersten 
in, ' Magen der Wiederkiuer vorhanden sein, und zwar kommt 
ne, | Brown auf Grund seiner mit Morris iiber die keimende Gerste 
rk- ' ausgefiihrten Untersuchungen zu dieser Anschauung. Nach ihm 
rn. | ist die Cytase im Kornerfutter (auch im ruhenden Korn), speziell 
tet : in Hafer und Gerste, praéformiert vorhanden und gelangt dann in 
‘h- dem fiir ihre Wirksamkeit die giinstigsten Bedingungen bietenden 
er ' Vormagen (Pansen des Wiederkiuers) zur Tatigkeit. 
TS : Weiter nimmt Brown an, dali die gesamte Cellulose- 
nm. [—  yerdauung nur auf Grund dieses Nahrungsmittelenzyms vor sich 
eit. #  gehe und andere Wirkungen, besonders die von Mikroorganismen, 
sr- 4 ausgeschlossen seien. Da, wie in unserem Institute und von anderen 
re- [Autoren nachgewiesen worden ist, die Celluloseverdauung im Tier- 
u- [  kirper betrichtlich ist, miiBten die fraglichen Kornerfriichte dem- 
‘m nach ein sehr kriftiges celluloselésendes Vermigen_besitzen. 
nd {Leider sind uns die Arbeiten Browns im Original nicht zugiinglich 
er sewesen, sO dafi sich kritische Betrachtungen von selbst ver- 
uf fe  bieten. Es sei aber darauf hingewiesen, daf die Untersuchungs- 
en [—  ergebnisse Browns gerade in bezug auf das Vorkommen von 
n- (@ Cytase in den Gramineen nicht ohne Widerspruch geblieben sind 
ne [und daf sie durch die ausfiihrliche Untersuchung Reinitzers?) in 
er, | bezug auf das Vorkommen einer Cytase in der keimenden 
ne | “erste als widerlegt angesehen werden konnen. 
er : Unsere diesbeziiglichen Versuche wurden in folgender An- 
iS- | ordnung ausgefiihrt. Zunichst wurde in den feingemahlenen 
Futtermitteln nach dem Verfahren von Henneberg und Stoh- 
re ' mann (nacheinander folgendes Kochen von je 3 g mit 200 cem 
ne | 1,25°%/oiger H,SO,, Wasser, 1,25°/oiger KOH und Wasser, Fil- 
ne | trieren durch gewogene Filter, Waschen, Trocknen, Wagen) der 
n. Rohfasergehalt ermittelt. Alsdann gelangten wiederum je 3 g 
| mit 50 eem einer 0,2°/oigen Sodalésung auf 72 Stunden bei 
38° in den Thermostaten. Nach dieser Zeit wurde im Ver- 
: | (auungsgemisch wiederum nach derselben Methode der Roh- 
it, ———_— 


') J. chem. Soc., 1892, Bd. I. S. 352. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 175. 
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fasergehalt ermittelt. Ein Vergleich der in 3 g_ enthalteney 
aschefreien Rohfasermengen vor und nach dem Aufenthalt im 
Briitofen muBbte, falls eine Verdauung von Cellulose stattgefunden 
hatte, dies durch eine Verminderung der Rohfasermenge an- 
zeigen. Schwach alkalische Reaktion und 72 Stunden Digestions- 
zeit wiihlten wir deshalb, weil dies den Verhiltnissen am besten 
entspricht, unter denen die Celluloseverdauung im Dickdarm. 
speziell im Blinddarm, vor sich geht. Die Ergebnisse unserer 
Analysen finden sich in der folgenden Tabelle. 











Rohfasergehalt in Prozenten 

Nahrungsmittel Vor der Verdauung | Nach der Verdauung 

I. II. | I. II. 
ae 14,60 14,57 14,60 | — 
Pferdebohnen . 6,97 6,65 6,48 6,67 
Lupinen.. ..] 10,76 | 1075 | 1083 | 1088 
Buchweizen. .| 1153 | 1145 | 1145 | 11,55 
Wicke .... 445 | 4385 | 458 | > 





Der Vergleich der Resultate ergibt, daB in keinem Falle 
eine Verminderung der Cellulose eingetreten war und zwingi 
also zu dem Schlusse, dafi ein celluloseldsendes Enzym, eine 
Cytase, welche unter den im Tierkorper beim Ablauf der 
Celluloseverdauung gegebenen Bedingungen wirksam ist, in den 
untersuchten Nahrungsmitteln nicht enthalten ist. 


SchluBbetrachtung. 


Alle in unserem Institute ausgefiihrten Untersuchungen 
liber die Nahrungsmittelenzyme bezweckten lediglich, die Mit- 
wirkung dieser Enzyme bei den Verdauungsvorgiangen 
in Magen und Darm festzustellen. Dabei sind folgende 
Ergebnisse gewonnen worden: 

1. In vielen Nahrungmitteln: Hafer, Mais, rohen 
Kartoffeln, Reis, Erbsen, Gerste, Roggen, Weizen, Roggenstrol.. 
Wiesenheu, Lupinenkornern, Buchweizen, Wicken und Pferde- 
bohnen befindet sich mindestens ein durch Siedehitze 
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zerystorbares Enzym, welches bei Bluttemperatur im- 
-tande ist, die in den Nahrungsmitteln enthaltene 
Stirke zu Dextrinen und Zuckerarten abzubauen und 
dadurch léslich und fiir den Organismus verwertbar zu machen. 

2 Durch Futterungsversuche mit Tieren und durch Ver- 
dauungsversuche in vitro ist bewiesen worden, dal ein grofer 
Teil der im Magen unserer Haustiere ablaufenden amylolytischen 
Vorgiinge auf die Wirkung dieser Nahrungsmittelenzyme zuriick- 
gzufiihren ist. 

3. Nach den vorstehenden Versuchen besitzen gewisse 
Vahrungsmittel amylolytische Enzyme, die ihre Wirkung 
nicht wie das Ptyalin des Speichels nur bei alkalischer, ganz 
<¢lhwach saurer und neutraler Reaktion zu entfalten vermégen, son- 
dern vielmehr befahigt sind, Starke auch bei einer relativ 
hohenSalzsiurekonzentration —0O,2°/0—zuverzuckern, 
bei der das Speichelenzym lingst unwirksam gemacht 
worden ist. Bei Wahl eines geeigneten Futtermittels findet 
demnach die Starkeverdauung im Magen auch dann noch statt, 
wenn infolge der sauren Reaktion des Mageninhaltes das Ptyalin 
des Speichels seine Wirksamkeit langst eingebiibt hat. 

t. Bei allen Versuchen geht mit dem Auftreten 
von Zucker auch das von freier Milchsiure Hand in 
Hand. Das Vorhandensein eines Milchsiiurefermentes in oder 
al den Nahrungsmitteln ist demnach ebenfalls als erwiesen 
zu betrachten. 

). In den daraufhin untersuchten Nahrungsmitteln: Hafer, 
Mais, Pferdebohnen, Lupinen, Wicken und Buchweizen konnte 
das Vorhandensein mindestens eines proteolytischen 
Knzyms nachgewiesen werden, welches die in den 
Nahrungsmitteln enthaltenen EiweiBkorper bei Blut- 
‘emperatur zu peptonisieren vermag. “Teilweise wirken 
diese Enzyme nur bei alkalischer oder saurer Reaktion, teil- 
veise ist die Reaktion des Verdauungsgemisches auf sie bzw. 
ure’ Wirkung ohne Einflu8. Im letzteren Falle vermégen sie 
‘emnach unter allen wahrend der Verdauung im Magen herr- 
~chenden Reaktionsverhiltnissen die EiweiBverdauung zu fordern. 
b. Kincelluloselésendes,cytohydrolytischesEnzym 
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konnte in keinem der daraufhin untersuchten Nahrungsmitte| 
von uns nachgewiesen werden. 

7. Nicht nur bei der Magen-, sondern auch bei der 
Darmverdauung kommt die Mitwirkung der Nahrungsenzyme 
in Betracht: die meisten derselben kénnen die Darmver- 
dauung unter den im Darmkanal gegebenen Verhiltnissey 
hochgradig fordern. 



































Die von Ellenberger erkannte grofe Wichtigkeit der 
Nahrungsmittelenzyme wird durch die vorstehenden Versuchs- 
ergebnisse von neuem bestitigt und es seien darum im nach- 
folgenden die Worte angefiihrt, die dieser Autor am Schlusse 
einer seiner ersten diesbeziiglichen Publikationen ausspricht: ! 

Die Nahrungsmittelenzyme «haben eine praktisch wich- 

| tige Bedeutung fiir die Ernahrung der Menschen und 
der Tiere bei Krankheiten der Verdauungsorgane, Bei 
geschwiichter Verdauung ist die Verabreichung der pflanzlichen 
Nahrungsmittel in rohem Zustande der in gekochtem vorzu- 
ziehen. Es erkliiren sich hieraus zum Teil die Heilerfolge dei 
Vegetarier und besonders der Kérneresser bei Magenkatarrhen, 
Leberleiden u. dergl. Die roh eingefiihrten Nahrungsmittel machen 
im kranken Magen trotz der verringerten Menge an Verdauungs- 
siiften einen normalen Fermentations- resp. Verdauungsprozel) 
durch, der durch die in den rohen Nahrungsmitteln enthaltenen 
Fermente bedingt wird. Werden die Nahrungsmittel in ge- 
kochtem Zustande eingefiihrt, dann verfallen sie in den Ver- 
dauungsorganen abnormen Giérungen, deren Produkte Magen- 
katarrhe usw. zu verschlimmern geeignet sind. Durch das 
Kochen der Nahrungsmittel werden allerdings gewisse Nibir- 
stoffe léslicher gemacht, ja sogar gelést, das Kochen ist also 
gewissermafen eine Verdauung, damit ist aber fiir den Patienten 
nichts gewonnen. Erfahrungsgem&S treten bei Kinfithrung von 
Dextrinen und Zuckerarten (wie sie beim Kochen und Backen 
stiirkemehlhaltiger Nahrungsmittel entstehen) im Magen Giarungen 
viel leichter ein als bei Einfiihrung des einfachen Stirkemehls 


') Archiv f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilkunde, Bd. XIV, >. 6- 
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Zucker und Dextrin werden von Personen mit schwacher Ver- 
dauung oft schlecht vertragen. 

Zweifellos kommt bei den Korneressern, einer Sekte der 
Vegetarianer, noch in Betracht, daB dieselben die Korner im 
Munde griindlich durchkauen und einspeicheln, in einen milch- 
artigen Brei umwandeln miissen, um dieselben gut schlingbar 
und schmackhaft zu machen. Die bedeutenden Speichelmengen, 
die infolgedessen wiihrend der Mahlzeit sezerniert und in den 
Magen eingefiihrt werden, wirken in doppelter Hinsicht giinstig 
aul die Vorgange im kranken Magen ein, indem einerseits die 
Alkalien des Speichels einen Teil der schidlichen Géarungs- 
sjiuren binden, und indem andererseits das diastatische Ferment 
des Speichels in so bedeutenden Mengen in den Magen ge- 
langt, daB es wesentliche Verdauungswirkungen daselbst ent- 
fallen kann. Auch die Wirkungsmoglichkeit des proteolytischen 
Fermentes der Korner wird durch den sezernierten Speichel 
sesteigert. Demnach empfiehlt es sich, den Menschen und 
Tieren, welche an Verdauungsschwache infolge irgendwelcher 
Krankheiten leiden, gewisse vegetabilische Nahrungsmittel nicht 
in gekochtem, sondern in rohem Zustande und deshalb auch 
womoglich trocken zu verabreichen, damit dieselben tiichtig 
durchgekaut und eingespeichelt werden miissen. » 

Diese Betrachtungen des genannten Autors beziehen sich 
fast nur auf die Vorgiange der Magenverdauung. Wir moéchten 
aber nicht unterlassen, darauf hinzuweisen, daf sie auch fir 
die Darmverdauung zum Teil giiltig sind. Bekanntlich kommen 
Storungen der bei der Darmverdauung wirksamen Verdauungs- 
sekrete (z. B. Pankreasachylie) verminderte Gallen- und Darm- 
saltsekretion usw. nicht selten vor. Diese Stérungen sind meist 
vergesellschaftet mit Magenleiden und nicht selten erst deren 
olgen, es ist dann also auch die Absonderung des Magensaftes 
und damit nicht nur die Darm-, sondern auch die Magen- 
verdauung gestort. 

Kine Behandlung des Magenleidens durch Verabreichung 
you Diastase, Pankreaspriiparaten usw. wirkt dabei oft giinstig 
und heilend. Nach unserer Ansicht ist in solchen Fiillen aber 
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“erade die Ernihrung der kranken Menschen mit rohen Nahrungs- 
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mitteln (K6rnern, rohen Friichten aller Art usw.) sehr am Platze. 
Die in diesen Nahrungsmitteln enthaltenen Enzyme treten an 
die Stelle der fehlenden Korperenzyme (der Enzyme des Pan- 
kreas-, Darm- und Magensaftes usw.) und bewirken einen 
nahezu normalen Verlauf der Verdauung. (Man wird dabei von 
der Verabreichung von Fleisch zeitweise am besten ganz ab- 
sehen, obwohl im rohen Fleische auch Enzyme enthalten sind. 
Dab mit einer solchen eigenartigen vegetarischen Ernéhrung 
gute Erfolge erzielt werden, wenn nicht unheilbare Organleiden 
vorliegen, hat die Erfahrung zur Geniige bewiesen. Die unter 
dem Einflusse der Nahrungsenzyme ablaufenden Verdauungs- 
vorgiinge geniigen fiir die Ernihrung des Kranken, bis die 
kranken Organe, die wiihrend dieser Zeit vor tbermiabigen 
Funktionsreizungen geschiitzt sind, zur Norm zuriickgekehrt sind, 
Diese Darlegungen sollen nur zeigen, dab die Untersuchungen 
auf das Vorhandensein von solchen Nahrungsmittelenzymen, die 
unter den im Magen und Darm gegebenen Verhialtnissen wirken 
und die Verdauung wesentlich unterstiitzen und unter Um- 
stiinden kompensatorisch fiir die krankhafterweise fehlenden 
oder in zu geringer Menge vorhandenen Korperenzyme ein- 
treten kOnnen, nicht nur ein hohes wissenschaftliches, sondern 
auch ein praktisch-medizinisches Interesse haben. Es konnte 
aber nicht unsere Aufgabe sein, die letztere Frage weiter zu 
verfolgen. Fiir uns kam nur die physiologische Seite in be- 
tracht, zu der wir im vorstehenden einen Beitrag geliefert haben. 






























Nachschrift. 


Die Untersuchungen von Bergmann (Skand. Arch. fiir 
Phys., Bd. XVIII, S. 119) sind uns leider erst nach der Ab- 
sendung dieser Arbeit an die Redaktion bekannt geworden, 
weshalb sie im vorstehenden eine Beriicksichtigung nicht er- 
fahren haben. 














Die Spaltprodukte des Spongins mit Sauren. 
Von 
Emil Abderhalden und Eduard Strauss, 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin ) 
Der Redaktion zugegangen am 30. Marz 1906.) 


Aus der heterogenen Gruppe der Albuminoide sind. bis 
otzt ganz verschiedenartige Vertreter nach der Estermethode 
von Emil Fischer untersucht worden. Es hat sich gezeigt, 

gwar die einander nahe stehenden Glieder dieser Keihe in 
hyver Zusammensetzung an Aminosiiuren manche Ahnlichkeit 
fweisen, dah dagegen im iibrigen die Proteine dieser mehr 
ch morphologischen Gesichtspunkten aufgestellten Klasse 
die einzelnen Bausteine in recht verschiedenen Mengenverhiilt- 
nissen enthalten.!) Immerhin kommt ein gemeinsamer Zug bei 

en hierher gehérenden Proteinen zum Ausdruck. Es_ fehlen 
cinmal einzelne Bausteine, so das Tyrosin dem Leim, und wie 
wir gezeigt haben, auch dem Spongin, ferner scheint das Phenyl- 
inin ihm und den Keratinsubstanzen des Haares und der Federn 
-htanzugehoren. Andererseits iiberwiegen bei den Albuminoiden 
Gruppen von Aminosiiuren, von denen uns bekannt ist, daf 
-« bei der Verdauung durch Trypsin schwer oder gar nicht 
anvegriffen werden. Emil Fischer und Emil Abderhalden?) 

') Vergl. Emil Fischer und Aladar Skita, Uber das Fibroin 

Seide, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII], S. 177, 1901. — Uber das Fibroin 
nd den Leim der Seide, Ebenda, Bd. XXXV, 5S. 221, 1902. — Emil 
scher, P. A. Levene und R. H. Aders, Uber die Hydrolyse des 

Leims, Ebenda, Bd. XXXV, S. 70, 1902. — Emil Fischer und Theodor 
Norpinghaus, Hydrolyse des Horns, Ebenda, Bd. XXXVI, 5. 462, 1902. 
ibmil Abderhalden und A. Schittenhelm, Die Abbauprodukte 

Klastins, Ebenda, Bd. XLI, S. 293, 1904. — Emil Abderhalden 
ni Gideon Wells, Die Monoaminosdéuren des Keratins aus Pferde- 

en, Ebenda, Bd. XLVI, S. 31, 1905. — Emil Abderhalden und 

Le Count, Die Monoaminosiiuren des Keratins aus Giinsefedern, 

nda, Bd. XLVI, S. 40, 1905. 

*, Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber die Verdauung 

er EiweifkGrper durch Pankreasfermente, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 
Si, 1903. — Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsinsalzsiure 

Pankreasfermente, Ebenda, Bd. XL, S. 215, 1903. 
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HO Emil Abderhalden und Eduard Strauss, 





fanden in dem der Verdauung mit Pankreassaft widerstehende,, 
Produkt, dem sogenannten Polypeptid, auffallend viel Pheny|- 
alanin, Prolin und Glykokoll. Letztere beiden Aminosiuren sind 
neben Glutaminsiiure in sehr grofen Mengen im Spongin ent- 
halten. Wir halten es nicht fiir unwahrscheinlich, daB de 
lierische Organismus durch die Bevorzugung derartiger Gru)- 
pierungen bestimmte, aus dem allgemeinen Stoffwechsel gewisser- 
mafen ausgeschaltete Proteine vor den Gewebsfermenten schiitz! 
und sie so in gewissem Sinne ihrer ganzen Funktion als Stiitz- 
und Grundsubstanzen entsprechend stabil macht. 





























Experimenteller Teil. 


Das Spongin wurde mechanisch von dem anhaftende, 
Sand befreit und zuerst durch Spiilen mit Wasser, dann durch, 
Digerieren mit 5°/oiger Salzsiiure in der Kiilte und schlieBliches 
Nachspulen mit Wasser gereinigt. Die annahernd getrocknete Sub- 
stanz enthielt noch 8°/o Asche und hatte einen beim Trocknen 
bis 100° auf Gewichtskonstanz sich ergebenden Feuchtig- 
keitsgehalt von 4,5°/o. 

Zur Hydrolyse gelangten 300 g Spongin, welche in der 
dreifachen Menge konzentrierter Salzsaéure vom spezifischen 
Gewicht 1,19 bei Wasserbadtemperatur gelést wurden. Zur voll- 








stiindigen Hydrolyse wurde die Losung, wie iiblich, 6 Stunden ge- 
kocht. Die Menge des dabei gebildeten Melanins betrug 8,89 g = 
2,9°/o. Die Losung wurde im Vakuum zum Sirup eingedamp!tt, 
und der Riickstand viermal mit Alkohol und Salzsiuregas ver- 
estert. Beim Einengen der alkoholischen Fliissigkeit schiede 
sich in der Kiilte 46 g Glykokollesterchlorhydrat ab. 

Aus der sirupdsen Fliissigkeit wurden in bekannter Weise 
mit Natrontauge und Kaliumearbonat die Ester in Freiheit gesetzt, 
und diese durch fraktionierte Destillation in 3 Anteile zerlegt: 

I. 12) mm Druck bei 100° (Temperatur des Wasserbades) 

4» » > 100° | > > > 
- > s bis 200° | > » Olbades). 
Fraktion I. 

Die Gesamtmenge der Fraktion betrug 45 g. Die Este! 

wurden sofort verseift, und die Losung zur Trockne verdamp! 

















Die Spaltprodukte des Spongins mit Séuren. ol 


nie verbleibende Krystallmasse kochten wir zur Entfernung des 
Prolins zweimal mit absolutem Alkokol aus. Ungeldst blieben 
ij ¢. Aus diesem Riickstand konnten 8 g Glykokollester- 
chlorhydrat abgeschieden werden. 

Die Analyse des Glykokollesterchlorhydrats gab folgende 
Werte: 


0.2002 g Substanz ergaben 0,1328 g H,O und 0,2527 g CO, 


2 
Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden : 
C = 34,41°/o C = 34,42 °/o 
H = 7,17°/o H = 7,37°/o 


Fraktion II. 

Nach der Verseifung der Estermenge, welche 56 g betrug, 
wurde der Trockenriickstand zweimal mit absolutem Alkohol 
ausgekocht, und diese alkoholische L6sung mit der aus Frak- 
tion | gewonnenen vereinigt. Beim Verdampfen in Vakuum hinter- 
blieh em Riiekstand von 16 ¢g Prolin. Hiervon wurde das 
Kupfersalz dargestellt, und das beim Auskochen mit absolutem 
Alkohol verbliebene racemische Kupfersalz analysiert. 


| Wasserbestimmung: 0,8248 g Substanz verloren bei 110°: 0,0899 g I1,0. 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cu +- 2 H,O: 10,90°0 H,O 


Gefunden: 10,89°/o  » 
2, hupferbestimmung: 0,1915 g bei 110° getrockneter Substanz gaben 
0.0514 g CuO = 0,0410 g Cu = 21,4°/o Cu. 


Berechnet fiir C,)H,,0,N,Cu: 21,8°/0 Cu. 

Wie sich aus der Veresterung einer Probe des in Alkohol 
unloslichen krystallinischen Riickstandes — 30 g — dieser 
fraktion ergab, enthielt er Glykokoll. Es wurden 12 g Gly- 
kokollesterchlorhydrat gewonnen. Die grifte Menge der 
Fraktion bestand aus Leucin, welches durch fraktionierte 
\rystallisation rein erhalten wurde und zwar in einer Menge 
von 21 g., 

ks war, wie schon sein Zersetzungspunkt und vor allem 
auch sein Geschmack zeigte, nicht ganz rein. Mit grofer 
Mithe gelang es durch wiederholte Krystallisation, Verwand- 
ng in das Kupfersalz und durch dessen Fraktionierung Prii- 
vate In sehr kleinen Mengen zu gewinnen, welche das Aus- 

‘n und die Eigenschaften des Alanins zeigten. Ferner 
uiciten wir eine Substanz, die einen recht einheitlichen Ein- 
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Emil Abderhalden und Eduard Strauss, 




























druck machte und Zahlen gab, die auf Aminovaleriansiure 
stimmen. Wir schiitzen die Gesamtausbeute an beiden Amino- 
siuren auf etwa 2 g. Wir halten ihren Nachweis trotz der gut 
stimmenden Analysenzahlen nicht fur ganz einwandsfrei, wei! 
uns eine reiche Erfahrung gezeigt hat, dali oft Mischkrystalle 
einheitliche Substanzen vortiiuschen. 

0.1858 g Substanz gaben 0.2758 g CO, und 0,1312 g H,O 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 

45° C und 7,86°/o H 40,4890 C und 7,84%o H. 
0.1820 g Substanz gaben 0,3406 g CO, und 0,1520 g H,O 

Berechnet fir C,H,,NO,: Gefunden : 

01,28° 0 C und 9,40°/o H 51,0420 C und 9,28° 0 H. 


Die Analyse des Leucins ergab: 

O,1812 g Substanz gaben 0,3840 g CO, und 0,1636 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
4,96°/o C und 9,92°/o H 54,78°%/o C und 10,03°/o H. 

Fraktion IIT. 

Die Gesamtmenge dieser Fraktion betrug 50 g. Beim Ver- 
setzen mit der fiinffachen Menge Wasser schieden sich gerinye 
Mengen eines Oles ab, welches ausgeiithert wurde. Nach dem 
Waschen mit Wasser wurde der Ather verjagt, und der Riick- 
stand durch zweimaliges Abrauchen mit Salzsiéure verseift. Die 
braune Masse wurde nun zweimal mit Ammoniak auf dem 
Wasserbade digeriert. Es hinierblieben 6 g Trockenriickstand, aus 
welchem mittels der Phenylcyanatverbindung und durch daraul- 
folgende Umwandlung derselben in das entsprechende Benzy!- 
phenylhydantoin das Phenylalanin nachzuweisen versucht 
wurde. Es gelang nicht, den Beweis seiner Anwesenheit in ein- 
wandsfreier Weise zu fiihren. In einem zweiten Versuch waren 
wir nicht gliicklicher, so daf} wir es noch offen lassen miissen, ob das 
Phenylalanin zu den Bausteinen des Spongins hinzuzurechnen ist. 

Die wisserige LOsung der Ester wurde durch zweistiindiges 
Kochen mit konzentrierter Barytlosung verseift. Beim Stehen 
in der Kalte schieden sich Krystalle von asparaginsaurem 
Baryt aus. Dieselben wurden abgesaugt, mit verdiinnter Schwefe!- 
siure zerlegt, und die gewonnene Asparaginsiure mehrfach aus 
Wasser umkrystallisiert. Wir erhielten so 12 g Asparaginsaure 
Die Analyse ergab: 
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0.2102 g Substanz gaben 0,2789 g CO, und 0,0999 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,09°/o C und 5,26°%/o H 36,1890 CG und 5,32° 0 H. 

Das Filtrat vom ausgeschiedenen asparaginsauren Baryt 
wurde vom Baryt befreit und eingeengt. Hierbei schied sich 
Glutaminsaiure ab. Wir erhielten im ganzen 32,0 g dieser 
Siure. Die Mutterlauge wurde weiter eingeengt, ergab aber 
niu noch geringe Mengen von Glutaminséure. Analysiert wurde 
das Glutaminsiurechlorhydrat. 

0.1947 g Substanz gaben 0,2353 g CO, und 0,0977 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
32,69°/o C und 5,45°/o H. 32,96°/o C und 5,57°/o H. 

Der bei der Vakuumdestillation hinterbleibende braune 
Riickstand wurde durch mehrstiindiges Kochen mit Baryt- 
wasser verseift, das Filtrat barytfrei gemacht, eingeengt und 
mit Salzsiuregas gesattigt. Dabei wurden noch 18 g Glutamin- 
siiurechlorhydrat gewonnen (= 14 g der freien Siure). 

Tyrosin konnte im Spongin nicht nachgewiesen werden. 
Auf 100 g Gewichtsteile asche- und wasserfreien Spongins be- 


rechnet, ergeben sich — abziiglich des Melanins — folgende 
Mengen von Monoaminosiuren: 

Glykokoll 13,9%/o 

Leucin 7.5/0 

Prolin 6,3°/o 

Glutaminsiure 18,1°o 

Asparaginsaure 4,7°/0 


Alanin und Aminovaleriansiure modchten wir, trotz der 
gut stimmenden Analysen, noch nicht als sicher festgestellte 
Bausteine des Spongins betrachten. Wir erwiéhnen noch, dab 
bereits A. Kossel und F. Kutscher auf den hohen Gehalt 
des Spongins an Glutaminsiiure hingewiesen haben. Sie fanden 
aul 100 g lufttrockene Substanz anna&hernd 15 g_ salzsaure 
Giutaminsiure.!) Ferner erhielten sie aus derselben Menge 


»—b g Arginin und 3—4 g Lysin.?) 


') A. Kossel und F. Kutscher, Beitrage zur Kenntnis der Eiweif- 
kKorper, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165 (214), 1901. 
*) I. c. (S. 205). 




























































Zur Kenntnis der Kyrine. 
Von 
M. Siegfried. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1906.) 


Als Kyrine habe ich Verbindungen bezeichnet,!) welche 
bei der Zersetzung von Proteinkérpern durch Sauren als Zwischen- 
produkte zwischen Protein und letzten Spaltungsprodukten ent- 
stehen und bei vollstiindiger Aufspaltung durch Séuren_ vor- 
wiegend basische Spaltungsprodukte liefern. Diese Kyrine sind 
durch folgendes charakterisiert: 


1.Durch die Konstanz der Zusammensetzung der Sulfate. 


Aus dem durch Einwirkung von Salzsiure auf die Protein- 
substanz bei Korpertemperatur entstehenden Reaktionsgemischie 
wird durch Phosphorwolframsaéure ein Rohprodukt erhalten, 
das durch Lo6sen in Schwefelséure und Fallen in Alkohol in 
Sulfat iibergefiihrt und durch Umfillen gereinigt wird. Wird 
dieses Sulfat bei mehrmaligem Umfiallen von konstanter Zu- 
sammensetzung erhalten, so iindert sich diese bei weiterem Um- 
fiillen nicht. Diese Umfillungen sind bei den spateren, noch 
nicht publizierten Untersuchungen tiber Kyrine noch weiter als 
beim Glutokyrin und Caseinokyrin ausgedehnt worden, in dem 
weiter unten anzufiihrenden Falle bis zur 15. Umfallung. Da 
bei jeder einzelnen Umfallung ein betrichtlicher Teil des Sulfates 
in den Mutterlaugen bleibt, ist die Konstanz der Zusammen- 
setzung der Sulfate ein Beweis fiir die Einheitlichkeit der Kyrine. 
Dementsprechend besitzen auch die zunichst erhaltenen Sulfate. 
also die der ersten Fiillungen, eine abweichende Zusammen- 





') Ber. d. math.-phys. Kl. d. Kénigl. Sachs. Ges. d. Wiss., 1°, 
S. 64. Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 44 u. 46. 
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Zur Kenntnis der Kyrine. nm 


--izung. Bei dem Kyrinsulfat aus Fibrin (s. u.) trat die Konstanz 
Zusammensetzung erst von der neunten Umfillung ein. 


Durch die Konstanz des Verhiltnisses des unter 
friher!) angegebenen Bedingungen nach Zersetzung 
mit Schwefelsiure durch Phosphorwolframsiaure 
fallbaren zu dem nicht fallbaren Stickstoff. 
Die einzelnen Sulfate verschiedener Darstellungen und 
Umfallungen von konstanter elementarer Zusammensetzung liefern 
las gleiche Verhaltnis. 


he ; Durch die Phosphorwolframate. 

n- Die bei vollstandiger Zersetzung durch Mineralséuren 
it- erhaltenen basischen Spaltungsprodukte werden durch Phosphor- 
r- | wolframsaure in der Kalte in einer tonigen, sehr langsam ab- 
nd -augbaren Form gefallt; die Kvrine unter gleichen Umstinden 


rnig, viel schneller absaugbar. Das reine Kyrinphosphor- 
wolframat krystallisiert in charakteristischen, friiher?) abge- 


“a : biideten Formen unter den angegebenen Bedingungen; diese 
in- : Krystalle sind gar nicht zu verwechseln mit den Krystallen 
he von Lysin- und Argininphosphorwolframat (s. S. 61). 

n, Hierzu kommt die Biuretreaktion, welche wenigstens die 
in ! visher untersuchten reinen Kyrinsulfate simtlich liefern. Die 
rd : Farbe ist bei dieser Reaktion etwas verschieden von der durch 
u- proteolytische Enzyme entstehenden Peptone, mehr bordeauxrot. 
Ml- Nach meinen Erfahrungen kommt diese Reaktion den Kyrinen 
ch & zu. wenn auch bei der Empfindlichkeit der Reaktion die Még- 
ls ichkeit nicht ganz von der Hand zu weisen ist, dal sie von 
2m ~puren von Verunreinigungen verursacht wird. Ferner ist cha- 
Da rakteristisch fiir Kyrine das Verhalten der Pikrate, deren Lés- 
es i chkeit in absolutem Alkoho! (s. 5. 63). 

n- Die angefiihrten, sicher zu priifenden Eigenschaften, glaube 
Ie. . charakterisieren die Kyrine. Ich bin aber fortgesetzt be- 
te, : muht, die Charakterisierung derselben weiter zu fiihren, und 


n- : iotfe, bald hieriiber berichten zu kénnen. 


03, : ‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 37. 
*) Ber. d. math.-phys. KI. d. Konig]. Sachs. Ges. d. Wiss., 1903, S. 64. 












































M. Siegfried, 


Vor kurzem haben Zd. H. Skraup und R. Zwerger! 
Zweifel an der Einheitlichkeit des Caseinokyrins geaéuBert. ai! 
Grund von Versuchen, bei denen sie unter anderen Bedingungen 
als ich Casein mit Salzsiiure zersetzt und hierbei ein Gemenge 
basischer Substanzen, die vorwiegend aus Lysin, Arginin und 
Histidin bestanden, erhalten haben. 

Wiihrend ich teils mit 12°/oiger, teils mit 16°/oiger Salz- 
siiure 3 Wochen bei 38—39° zersetzt habe, haben Skrauyp 
und Zwerger das Casein mit konzentrierter Salzsiiure 1 Stunde 
im kochenden Wasserbade erwiirmt und dann nach Zusatz 
der gleichen Menge heifen Wassers ununterbrochen durch 
42 Stunden im kochenden Wasserbade erwiirmt. Die Ver- 
fasser halten sich zu dieser Abweichung fiir berechtigt, da sie bei 
einem in gleicher Weise angestellten Vorversuche nach Ent- 
fiirben mit etwas Phosphorwolframsiiure die Drehung im 10 dm- 
Rohr unmittelbar nach dem Verdiinnen mit demselben Volumen 
Wasser — 1,29° fanden, nach 10 Stunden -++ 0,4, nach weiteren 
3, 7, 10, 23, 30, 48 Stunden beziehungsweise -+- 0,21, ++ 0,44. 
+ 0,49, +- 1,18, + 1,30, + 1,38. Gerade hieraus aber gelit 
hervor, dafi die Zersetzung viel weiter gegangen ist, als bei 
meinen Versuchen, denn die Linksdrehung ist in die 
Rechtsdrehung tibergegangen, wie es geschieht, wenn 
die letzten Spaltungsprodukte durch siedende Salz- 
siure entstehen. 

Ich habe weder die Zersetzung von Casein noch die yon 
Gelatine unter Bestimmung der Drehungsénderung verfolzt, 
sondern die von Trypsinglutinpepton. Es sollte mir die Kontrolle 
des Verlaufes der Zersetzung unter Beobachtung des Drehungs- 
vermégens den Weg anzeigen, auf dem man zu Zwischen- 
produkten gelangen kann, und deshalb habe ich diese Beobach- 
tungen bei Zersetzung unter verschiedenen Temperaturen ali- 
gestellt: es ergab sich aus diesen Versuchen als geeignete 
Temperatur 38°. Denn sie zeigen, daB nach 166 und 214 Stunden 
bei 38° noch eine starke Linksdrehung vorhanden ist, wiahrend 
man schon nach 925 Minuten langem Sieden eine Rechtsdrehung 
erhiilt, die auf eine vollstiindige Aufspaltung schlieBen Iii! 


1) Monatshefte fiir Chemie. Bd. XXVI, S. 1403. 























































Zur Kenntnis der Kyrine ay 


un Skraup und Zwerger bei einer der Siedetemperatur 
ner Peptonl6sung in 12,5°%/oiger Salzsdure ++ 10°/o Zinn- 
rir nahen Temperatur — im siedenden Wasserbade — ge- 
tet haben und ferner eine Rechtsdrehung des Reaktions- 
isches wie ich beim Sieden der LOsung erhalten haben, so 
ten sie hieraus von vornherein schliefen, daf die von ihnen 


sewahlten Bedingungen nicht zu einem Kyrin, sondern vor- 
vend oder ganz zu letzten Spaltungsprodukten fiihren. Hierzu 


waren sie umsomehr veranlabt, als ihnen auch die mikroskopische 


ersuchung der Phosphorwolframate zeigte, dafi unter den 
ihnen gewihlten, von den von mir angegebenen ganz ver- 
denen Bedingungen, die charakteristischen Krystalle des 


rinphosphorwolframates immer mehr verschwanden, und dah 


hrer Stelle meist kurze Prismen, die ganz andere Formen 


zegten als das Phosphorwolframat des Glutokyrins, entstanden. 


Erkenntnis, dai ihr Basengemisch vorwiegend aus den 


‘ten Spaltungsprodukten bestand, haben Skraup und Zwerger 


n erst durch Isolierung des Lysins, Arginins und Histidins 
nnen. 

Ich habe tibrigens versucht, unter den von Skraup und 
rger angegebenen Bedingungen, die Zersetzung des Caseins 

Beobachtung der Drehungsiinderung zu verfolgen. Ver- 
let wurde Casein nach Hammarsten von E. Merck. Es 
ng mir jedoch nicht, den Versuch zu wiederholen, denn 
h Zusatz von etwas Phosphorwolframsiiure konnte die zur 
risation nétige Entfairbung nicht erreicht werden. Efst als 


|) cem der nach Skraup und Zwerger erhaltenen Reaktions- 


ng (1 Teil Casein, 1 Teil Salzsiiure, konzentriert, 1 Stunde 


\\asserbade, dazu gleiches Volumen Wasser, dann 42 Stunden 


Wasserbade erwirmt) 20 cem einer 10°/oigen LOsung von 
-phorwolframsiiure unter gutem Umriihren gegeben waren, 
las Filtrat zwar immer noch ziemlich gefirbt, aber doch 
zur Polarisation im 10 em-Rohr geeignet. Durch die be- 
itliche Menge Phosphorwolframsiiure war aber begreiflicher- 
eine so starke Fillung eingetreten, daf Schliisse aus 
| Drehungsvermigen des Filtrates auf das Drehungsvermogen 
irspriinglichen Losung nicht gemacht werden konnten 
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Da meine hier in Betracht kommenden Versuche iibey 
die Drehungsiinderung der PeptonlOsung unter dem Einflusse 
von Salzsiiure an einem wenig zuganglichen Orte veroffentlic-) 
sind, gebe ich dieselben hier wieder: 

«Um ein Bild der allméhlichen Einwirkung verdiinntey 
Salzsiiure auf dieses Pepton zu gewinnen, wurde wahrend der 
Spaltung in kurzen Intervallen das Sinken des Drehungsvermdogens 
der salzsauren LOsung untersucht. Das Pepton dreht sehr stark 
nach links {a|,) = — 101°, die Summe der Spaltungsprodukte 
in der salzsauren Loésung nach rechts. Gerade wegen seines 
hohen Drehungsvermégens wurde dieses Pepton gewahlt. 

Versuch I. Eine Lésung des Peptons in 12,5°/oiger Salz- 
siure, welche 10 °/o Zinnchloriir enthielt, drehte im 20 cm-Rohr 
um 6,1° nach links. Die LOsung wurde vor dem RiickfluBkiihler 
rasch zum Sieden erhitzt, jedesmal eine bestimmte Zeit im 
Sieden erhalten und rasch abgekihlt; hierauf wurde im 20 cm- 
Rohr das Drehungsvermogen bestimmt. 


So wurde erhalten: 


Nach O Minuten Sieden a = — 6,1? 
> 20 > > c= _ 2.25 ° 
> 8D > > a = — 068° 
> 205 » > @=m— Ope 
> 325 > > a= — 006° 
» 925 > > OC +. 0,51 ° 


Da Versuch I gezeigt hatte, da8 durch Sieden mit 12,5°/oiger 
Salzsiiure und Zinnchloriir die Zersetzung so rasch erfolgt, dab 
konstante Zwischenphasen nicht zu beobachten waren, wurde 
in einem 

Il. Versuch mit 12,5°/oiger Salzsaure, die 20°/o Zinn- 
chlorir enthielt, zuerst bei Zimmertemperatur, dann bei 38° 
zersetzt. Es wurden beobachtet: 


Nach 0 Stunden a = — 11,76° 
: 14 > bei Zimmertemperatur a == — 11,70° 
> 38 > > > a = — 11,45° 

62 > > > a= — 11,16° 
, 86 > > . a = — 10,89° 


153+ > ? > a = — 10,46° 
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ber Die durch Sinken des Drehungsvermogens kontrollierte 
sé Spaltung des Peptons erfolgte also bei Zimmertemperatur aufer- 
cht : ordentlich langsam. Deshalb wurde diese Lésung weiter auf 
| 38° erwarmt. 
iter 4 Nach 22 Stunden bei 38° a = — 840° 
der > 70 > » BR° a = — 614° 
— » 118 3 > 38° a = — 500° 
>» 166 > > 389 g = — 482° 
ark » O94 . > 38° a = — 5,00° 
kte Dieser Versuch zeigt, daB durch Spaltung mit 12,5°/oiger 
nes &f Salzsiiure bei 38° die Zersetzung, soweit sie durch das Drehungs- 
-ermogen der Losung kontrollierbar ist, nach 118 Stunden Halt 
lz- & macht und auch nach 214 Stunden nicht merklich weiter geht. 
or & Hieraus war zu schlieben, daf Zwischenprodukte entstanden 
ler & waren, welche der weiteren Spaltung durch 12,5°/oige Salzsaure 
im ve) 38° hartnackig widerstehen. 
m- &§ Die zwei angefiihrten Versuche zeigen recht deutlich, wie 


jerordentlich verschieden die Siedetemperatur gegeniiber der 
Temperatur von 38° wirkt. Nach 20 Minuten langem Kochen 
-| in dem einen Versuche das Drehungsvermogen von — 6,1 
( —2.25 = um 63,1°/o gesunken, hingegen nach 134 Stunden 
Zimmertemperatur und 118 Stunden bei 38° erst von 
-11,76 auf —5,00 = um 57,5°/o. 
Bei der Darstellung von Kyrinen sind ferner die Phosphor- 
‘rramsiurefallungen bei Zimmertemperatur und nicht, wie es 


o ~kraup und Zwerger getan haben, heif vorzunehmen. Auch 
a bei der Zersetzung des Phosphorwolframsiéureniederschlages 
” Barythydrat Warme bei einem Uberschusse des letzteren 

vermieden werden. Es empfiehlt sich, den Phosphorwolfram- 
“i reniederschlag bei 30—40° in Wasser und Ammoniak zu 
Tole 


sen und mit Barythydrat unter Vermeidung eines wesentlichen 
erschusses zu zersetzen. !) 

Skraup und Zwerger glauben fiir 2 Fraktionen der 
sphorwolframate ihres Basengemenges gleiche Zusammen- 
ing gefunden zu haben. Die von Skraup und Zwerger 
ysierten Phosphorwolframate enthalten rund 90° » Gliihriick- 
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stand. Nach meinen Erfahrungen JaBt sich aus diesem Riick- 
stand der Kohlenstoff ganz nur nach Vermischen mit Kupfer- 
oxyd verbrennen.!) Abgesehen davon, daB solche Korper iit 
90° 9 Glutriickstand tberhaupt wenig geeignet sind zur Ermiit- 
telung der Zusammensetzung der in ihnen vorhandenen organischiey, 
Substanz, hat man, wenn man die Ubereinstimmung der er- 
haltenen Werte priifen will, die relativen Prozente oder dic 
fiir aschefreie Substanz berechneten Werte zu vergleichen. [yp 
Berticksichtigung der Tatsache, dah ein solcher Glithriickstand, 
vorausgesetzt, dab er nicht die Genauigkeit der Bestimmunzey 


beeinflubt, fiir die Beurteilung der Analysenwerte eine ahnlicly 


Rolle spielt, wie das Substanzschiffchen, nimmt man auch eine 
entsprechend der Menge des Gliihriickstandes viel gréfere Meng: 
Substanz; so haben auch Skraup und Zwerger Mengen yon 
liber 1 g verwendet. Sie fanden folgende Werte: 

%) H vo N 


Fraktion I: 4,23 0,93 2,01 
> IV: 4 0.84 1,83 

Es enthielt also das Phosphorwolframat der I. Fraktion 
10,71°/o H mehr als das der anderen von dessen Gesamit- 
menge, und ebenso 9,84°/o N mehr. 

Da die verbrannten Substanzen fast genau 90°/9 (90,06. 
89.99) Gliihriickstand enthielten, so ergeben sich aus den Prozeni- 
zahlen der Verfasser fiir aschefreie Substanz berechnet fast genau 
die zehnfachen Zahlen: 

%%9 C Yo H %o N 
Fraktion I: 42.5 93 20,1 
> 7: 43,0) & 4 18,3 

Die Werte fiir Wasserstoff und Stickstoff stimmen also 
nicht iiberein; sie beweisen vielmehr, dai die zwei Frak- 
tionen der Gemenge nicht, wie Skraup und Zwerger glauben. 
identisch, sondern verschieden sind. Damit haben also Skrau) 
und Zwerger einen neuen Beweis fiir die Richtigkeit meine! 
Ansicht gebracht, da8S man dureh fraktionierte Fallung au- 
Gemengen Priiparate verschiedener Zusammensetzung erhiil! 


') Ber. d. math.-phys. KL. d. Kénigl. Sachs, Ges, d. Wiss., 1903, 5. «1 





























Zur Kenntnis der Kvyrine 61 


Wie schon gesagt, halte ich die Benutzung der Phosphor- 
imate zur Feststellung der Zusammensetzung der die Phos- 
volframate bildenden Substanzen nicht fiir geeignet. Des- 


habe ich auch nicht die Phosphorwolframate, sondern die 
it~ eas : ana a de ne 
~, ‘ate der Kvrine fraktioniert. Ich habe lediglich seinerzeit ') 
1C} a a ‘ 
rystallisierte Phosphorwolframat des Glutokvrins analysiert, 

HP. . . - 


aich zu lberzeugen, dafi die Zusammensetzung dieser schon 
7 | allisierenden Verbindung der auf andere Weise festgeste!lten 
: lutokvrins entspricht. Dieses Phosphorwolframat enthielt 


ens ca. 50°/o mehr organische Substanz. wie aus den mit- 


rey 
1 | »telten Analysen hervorgeht, als die Phosphorwolframate von 
"4 ss ip und Zwerger. Es ist auch ganz verstandlich, dali die 
- weniger Phosphorwolframsiure binden, als das Gemenge 
a Spaltungsprodukte. 


Skraup und Zwerger geben ferner an, dafi sie aus 1 kg 

900 g eines Phosphorwolframates erhalten hatten, in- 

-ie das Atomverhiltnis N:C mit 1: 2,6 gefunden, <also 

so, wie es Siegfried inzwischen bei dem Caseinokyrin 

95) ermittelt hat». Im Caseinokyrin ist nun aber das Ver- 

. = N:C nicht 1:2,55, sondern ein ganz anderes, namlich 


Die weitere Angabe der Verfasser, dai dieses Verhaltnis 


: , Naphtalinsulfoverbindung 1:2.2 gewesen sei, ist wohl 
ud ehler. 
Lit 
Aus Anlab der oben zitierten Mitteilung von Skraup 
Zwerger sel folgendes iiber die Unterschiede zwischen 
nhosphorwolframaten der Kvrine und der basischen Spaltungs- 
ri kte Lysin und Arginin bemerkt. 
, ; Erwarmt man das Gemisch von Arginin- und Lysinphosphor- 
- amat auch nur gelinde mit etwas Wasser und verdiinnter 
" ~ owefelsaure oder auferdem Phosphorwolframsaure und last 
- en, so erscheint das ausgeschiedene Salzgemenge. wie be- 


unter dem Mikroskope durchaus schén_ krvystallisiert. 


Ber. d. math.-phvs. Kl. d. Kémigl. Sachs. Ges. d. Wiss. 1908, S. 71 
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Namentlich zeichnet sich das Lysinphosphorwolframat durch 
die wohlausgebildeten diinnen Prismen, die Ofters zu Biischely 
vereinigt sind, aus. Das Argininphosphorwolframat krystallysiert 
bisweilen in Sternchen, die aber nicht mit den Drusen des 
Kyrinphosphorwolframates- zu verwechseln sind. Wenn man die 
Mischung von Lysin und Arginin in gleichem Verhiltnis, wie 
sie als Spaltungsprodukte aus dem Caseinokyrin erhalten werden. 
oder einfacher die LOsung der Spaltungsprodukte von Caseino- 
kyrin mit Phosphorwolframsiiure fillt und erwarmt, so hat 
man nach dem Erkalten stets das gleiche Bild der einzelnen 
Krystalle des Lysin- und Argininphosphorwolframates. 

Ganz anders verhilt sich das Kyrinphosphorwolframat, 
Dasselbe fallt in der Kalte in Gestalt gut absaugbarer Korncher 
aus, die sich nach Erwiirmen in schwach schwefelsaurer Lésung 
fast immer wieder als Kornchen ausscheiden. Die charakteris- 
tischen Krystalle zu erhalten, gelingt sicher nur auf dem ange- 
eebenen Wege, durch Ausfillen mit Phosphorwolframsiéure ohne 
Schwefelsaure aus der alkalischen Losung und Krystallisieren 
aus heibem Wasser. Die Krystalle des Kyrinphosphorwolframate- 
sind schlechterdings nicht mit den aus dem Gemenge von Lysin 
und Arginin erhaltenen Phosphorwolframaten zu verwechselu. 

Wenn man Mischungen der Losungen von Kyrinsulfat 
und von Lysin mit Phosphorwolframsiaure fillt und nach Zu- 
satz von etwas Schwefelsiiure im Wasserbade etwa auf 40 
erwiirmt, so beobachtet man neben den Kornchen des Kyrin- 
phosphorwolframates die freien, schOn ausgebildeten Krystaile 
des Lysinphosphorwolframates. Sehr deutlich traten dieselben 
regelmibig auf, wenn zu 1 cem einer 0,2°/oigen Losung von 
Caseinokyrinsulfat 0,2 cem oder mehr einer 0,2°/oigen Losung you 
Lysinmonochlorid und hierzu 1,2 ccm einer 10°/oigen Losung von 
Phosphorwolframsiure gegeben, gelinde erwarmt und langsiain 
abgekthlt wurde. Eine erhebliche Verunreinigung des Kyrins mit 
Lysin ist also durch mikroskopische Untersuchung der Phos- 
phorwolframate zu erkennen, eine geringe nicht. Stets kann 
man jedoch eine Mischung von Lysin und Arginin vom Kyril 
auf diesem Wege unterscheiden. Auf keinen Fall aber dar! 
man annehmen, dafi man Kyrin in den Handen hat, wenn »«! 
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mikroskopischen Untersuchung die charakteristischen 
In | kpystalle des Lysinphosphorwolframates erscheinen. 


Pikrat des Caseinokyrins. 


es 
ie Sehr deutlich zeigt sich der Unterschied zwischen Caseino- 
le | \rin und dem Gemenge von Lysin und Arginin in den Pikraten. 
n. | Aus der wisserigen LOsung von & g Caseinokyrinsulfat 
)- | yarde in der Kilte durch Barytwasser die Schwefelsiiure, im 
it | F itrate vom Baryumsulfat durch Ammoncarbonat der geringe 
on erschuB von Barythydrat entfernt: das vollig eingedampfte 
wurde in ca. 80 ccm Wasser gelést und auf dem Wasser- 
ut. fe allmahlich mit 15 g Pikrinséure vermischt. Es schied sich 
el) ab, daneben war ungeloste Pikrinsaéure vorhanden. Andern- 
ng fF «az wurde die wasserige Schicht, welche beim Einengen wieder 
S- oschied, abgegossen und das mit Pikrinsadure vermischte 
e- n ca. 50 cem Alkohol (99°/o) gelést: diese Losung wurde 
ie ) | Ather I eingeriihrt. Vom abgeschiedenen Pikrate wurde 
elf © Mutterlange abgegossen, das Pikrat mit Ather dekantiert, 
es - ieser keine merklichen Mengen Pikrinséiure mehr loéste, 
in on abgesaugt und mit Ather gewaschen. Nach Trocknen iiber 
N ; > owefelsiure im Vakuum wurde ein scharf citronengelbes 
aut ver, das stark elektrisch beim Reiben wurde, in einer Aus- 
u ‘¢ yon 7,5 g erhalten. Hiervon gaben 3,0131 g biichsen- 
\) | <ene Substanz durch Ausiithern bei Gegenwart von ver- 
- § onter Schwefelséure 1,7829 g Pikrinsaure. In dem Pikrat 
ile ar also nicht viel mehr als die Hiilfte des als Ausgangs- 
nl eral gewonnenen Kyrins gewonnen worden. 
m Nas Pikrat ist schwer ldslich in kaltem Wasser, leichter 
2 ‘ijem Wasser und scheidet sich beim Erkalten der heiSen 
nf wssserigen Lésung als Ol ab; es ist leicht lislich in Alkohol, 
m F Acton, unléslich in Benzol und Ather. 
ul | 5.0131 g dieses Pikrates wurden im Scheidetrichter mit 
S- && n Wasser + 5 g konzentrierter Schwefelsdure tibergossen 
Ather ausgeschiittelt. Da noch dliges Pikrat in der 
N ‘elsauren Losung blieb, wurde noch 5 g_ konzentrierte 
Wt . ‘elsiiure mit etwas Wasser verdiinnt zugegeben. Nunmehr 


klare LOsung, die mit Ather vollstandig extrahiert wurde. 






Eine Probe dieser Loésung gab eine ausgesprochene, mehr. })jy- 
deauxfarbige Biuretreaktion. Die ausgeiatherte Losung wurde 
nach Verdunstenlassen des gelisten Athers mit noch 15 ¢ kop. 
zentrierter Schwefelsiiure versetzt und 7 Stunden am Riick{|\()- 
kiihler gekocht, die Zersetzungsl6sung auf 250 ccm aufgetii\|; 













1. 30 eem dieser Lisung erforderten nach Kjeldahl 17,45 eem 1458 































I]. 40 » > : gaben mit Phosphorwolframsaure gefallt 
friiher') gegebener Vorschrift 19,4 cem ®/10 S (korr.) 
Basen-N == 83,3°/o vom Gesamt-N. 


Die unter Benutzung der richtigen Korrektionswerte friiher 
erhaltenen Zahlen sind: 83,8°/0; 83,9°/o0: 85,3°/o. 

Es wurde also in diesem Pikrate dasselbe Verhiiltnis von 
Basen-N : Gesamt-N der Spaltungsprodukte wie im Sulfat erhaltex, 

Ferner lieBen sich auch aus dem Reste der Zersetzungs- 
ldsung Lysin und Glutaminsaure wie friher als Lysinplatinsalz 
und glutaminsaures Silber isolieren. Das aus dieser Losung 
erhaltene Argininsilbersalz gab jedoch einen zu hohen Silber- 
wert. Deshalb wurden zum Nachweis des Arginins 2 weitere ¢ 
desselben Pikrates mit 50 ccm Wasser + 5 g Schwefelsiiure 
auf dem Wasserbade erwiirmt, nach Erkalten von ausgeschiedener 
Pikrinsiure filtriert, das Filtrat ausgeiaithert und nach Zusatz 
weiterer 22 g Schwefelséure 73/1 Stunden am Riickflubkiililer 
gekocht. Aus dieser Zersetzungslosung wurde nach zwel- 
maligem Umkrystallisieren das Argininsalz rein erhalten. 


Lysin: 
0.1772 g Substanz gaben 0,0577 g Pt 
Gefunden : Ber, fiir (C,H,,N,O,),PtCl,H, + C,H,OH: 
Pt = 32,56 %o 32.37 °/o 


Arginin: 
Zersetzungspunkt des Silbersalzes: 185—186° (Korr.) 
0.1468 g Substanz gaben 0.0393 g Ag 


Gefunden : Ber, fiir C,,H,,N,O, -NO,H- AgNO, : 
Ag = 26,77% 26,55 %o 


Glutaminsdure: 
0.0798 g Substanz gaben 0,0477 g Ag 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,NO,Ag, : 
Ag = 9539,60°/o 59, 81"/0 
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Um dieses Pikrat des Caseinokyrins mit den auf gleiche 
rie Weise dargestellten Pikraten der Mischung von Lysin und 
|  Arginin vergleichen zu kénnen, wurden die LOsungen von 1,53 g 
= Lysinchlorid und die von 1,705 g Argininsilbersalz, entsprechend 
os ' 2Mol. Lysin und 1 Mol. Arginin, vermischt, nach Absitzen des 
norsilbers filtriert und das Filtrat mit Phosphorwolframsaure 
sine | und Schwefelséure ausgefallt. Nach Erwiirmen auf dem Wasser- 
' ade und Erkaltenlassen war das ganze Phosphorwolframat gut 
krystallisiert, wie oben besprochen:; nirgends lieBen sich Krystalle, 
jie dem Kyrinphosphorwolframat ahnelten, entdecken. Aus diesem 
Phosphorwolframat wurden die Basen durch Lésen in Wasser 
{ Ammoniak auf dem Wasserbade, Ausfiallen mit Barythydrat, 
Entfernen des Baryums durch Ammoncarbonat dargestellt. Die 
wisserige LOsung der Basen wurde ganz wie oben mit Pikrin- 
jure, 6,7 g, auf dem Wasserbade vermischt. Auch hier schied 
sch zuniichst ein Ol ab, mit Pikrinsiure vermischt. Feucht 
iit sich auch dieses Ol in Alkohol lésen: diese alkoholische 
_sung wurde in Ather verriihrt und so ein Pikratpulver erhalten. 
Den Unterschied zwischen diesem Pikrat und dem Kyrin- 
nikrat zeigen folgende Versuche deutlich: 
Schiittelt man die wdsserige LOsung des Kyrinpikrates mit 
\ther aus, bis dieselbe keine Pikrinséure mehr aufnimmt, und 
ent die wasserige LOsung auf dem Wasserbade oder bei ge- 
vhnlicher Temperatur ein, so scheidet sich ein Ol, niemals 
Krystalle ab. 
Hingegen gibt das Pikrat des Basengemisches sogleich 
em Einengen Lysinpikrat. Das Lysinpikrat wird offenbar durch 
erschiissige Pikrinsaure in seiner Loslichkeit verandert, wird 
ese tiberschiissige Pikrinsdure durch Ather entfernt, so krystalli- 
sert das schwer lésliche Lysinpikrat aus. 
0.5 g des mit Ather gefiliten Basenpikrates wurden mit 
hol (99°/o) auf dem Wasserbade erwarmt. Selbst 150 ccm 
L.xohol lésten es nicht ganz auf. Von diesem ungelésten Riick- 
| wurde filtriert; das erkaltete Filtrat schied ein Pikrat aus, 
-sen Menge nach Umkrvystallisieren aus Wasser ohne Alkohol- 
zusatz O,1084 g iiber Schwefelséure getrocknetes reines Lysin- 
<rat lieferte. 
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0.1029 g Substanz gaben 17,0 ccm tr. N bei 17° und 740 mm. 
Gefunden : Berechnet fir C,,H,,N,0,: 
N == 18,93 °%o 18,71 %o 

Zu dem alkoholischen Filtrate vom Lysinpikrat wurde die 
Losung von 1 g Platinchlorid gegeben. Es entstand kein Nieder- 
schlag oder Triibung, auch nach Zusatz vom gleichen Volumen 
Ather nicht. Bei mehrtiigigem Stehen im Eisschranke krystalli- 
sierten dann noch die charakteristischen langen Prismen des 
Lysinsalzes aus. 

Hingegen 0,5 g des in Ather  gefiillten Kyrinpikrates lOsten 
sich leicht auf dem Wasserbade in 50 cem Alkohol (99° 9), 
Zu dieser Losung wurden noch 100 ecm Alkohol gegeben. Die 
Losung war auch andern Tags noch klar und hatte nichts ab- 
geschieden. Auf Zusatz der Losung von 1 g Platinchlorid in 
20 cem Alkohol erfolgte sofort die Ausscheidung des hellen 
flockigen Platinsalzes des Kyrins. Auch nach dem Vermischen 
des Filtrates mit dem gleichen Volumen Ather und mehrtiigigem 
Stehen im Eisschranke schied sich kein Lysinplatinchlorid aus. 

Ich habe dann Parallelversuche mit alkoholischen Losungen 
der tiberschiissige Pikrinséure enthaltenden Pikrate des Kyrins 
einerseits und andererseits den Pikraten des Basengemisclies 
angestellt, indem zu diesen Lésungen Ather bezw. Benzol in 
verschiedenen Mengenverhiltnissen gegeben wurde, und die (e- 
mische tiber 1 Monat tiglich beobachtet. Jedesmal erfolgten in 
den Losungen der basenpikrate krystallinische Ausscheidungen, 
die des Kyrinpikrates blieben entweder, wenn wenig Benzol 
oder Ather zugesetzt war, klar oder, wenn mehr Benzol oder 
Ather zugesetzt war, schieden sich Flocken oder Ol ab. Aus 
diesem setzten sich niemals Krystalle ab. 

Die Frage, ob sich das Glutokyrin, das ca. 2/3 Basen-N 
bei der Spaltung liefert, durch weitere allméhliche Spaltung in 
ein an Basen-N dem Caseinokyrin sich néherndes oder gleicli- 
kommendes Kyrin tiberfiihren lat, wird von mir gemeinscha't- 
lich mit Herrn Pilz seit langerer Zeit bearbeitet; nach den 
bisher erzielten Resultaten besteht die Hoffnung, daB dies mig- 
lich ist, allerdings sind hier begreiflicherweise die Ausbeuten 


sehr gering. 
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Bei den Zersetzungen von ProteinkOrpern durch Siiuren 
und Enzyme leistet uns jetzt ein Verdauungsapparat gute Dienste, 
der es ermoglicht, durch Wochen und Monate hindurch Reaktions- 
gemische in 2 GefaBben von je 25 | und 2 von je 12 1 bei Korper- 
‘remperatur, die durch einen Ostwaldschen Regulator konstant 
gehalten wird, unter fortwahrendem Rihren zu digerieren. Da 
die betreffenden beweglichen Teile auf Kugellagern laufen, ge- 
niigt ein kleiner Motor, den Apparat zu treiben: jedes einzelne 
GetiB laBt sich auBer Betrieb setzen, ohne in den anderen das 
Riihren unterbrechen zu miissen. 
Kyrin aus Fibrin. 

Von weiteren Untersuchungen iiber allméhliche Hydrolyse 

von Proteinkérpern sei kurz aus der jetzt abgeschlossen vor- 


1 egenden Arbeit des Herrn H. Geide, welcher demniichst seine 
n fF Ergebnisse ausfthrlich mitteilen wird, folgendes berichtet. 
1 : Aus Fibrin labt sich ebenfalls ein Kyrin gewinnen, welches | 


der vollstandigen Hydrolyse Lysin, Arginin und (:lutamin- 


sadure gibt. 


s : Das Phosphorwolframat krystallisiert ihnlich wie das des 
: Caseinokyrins. Die Isolierung des Kyrins geschah nach 2 etwas 


, '  abweichenden Verfahren, die Reinigung durch Umfillen des 
; : sulfates. Konstanz in der Zusammensetzung des Sulfates wurde 
| erst nach der 9. Umfallung erreicht und bis zur 15. Umfiallung 

itrolliert. Die Praparate der ersten Umfillungen, welche keine 
| konstante Zusammensetzung besafen, gaben auch abweichende 


. | Werte fiir Basen-N bei vollsténdiger Zersetzung: die Priaparate 
: | xonstanter Zusammensetzung gaben dagegen auch konstante 


Werte fiir Basen-N. 


Analysenwerte des reinen Sulfates. 
Darstellung I Darstellung ll 




















- : 9 Umfallung 12. Umfillung id. Umfallung| 9. Umfallung 12. Umfallung 





33.57: 33.79 33.69: 33.30 33.24: 33,.60]33.38; 33,51 33.48; 33.56 
6.00; 611 590; 6,02 6,01; 622] 639; 630 6,14: 6,26 


15.39: 15.53 15.40: 15.47 15.50; 15.47115,.29: 15,40 15,32: 15,28 
10.04: 998 9 93 10.03 10,09 





10.08 
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Nach Spaltung durch Kochen mit Schwefelsaéure wurden 

























erhalten: 
Darstellung I Darstellung II 
a | 9. Um- { 12. Um- | 15. Um- | 9. Um- | 12. Um-. 
7 fillung | fallung  fallung | fallung | fallung 
Durch PWS fall- | 7993 | 7o51 | 7312 | 73,49 | 72,89 
barer N | | | | 
Nicht fallbarer N | 26,11 | 27,66 | 26,95 26,57 | 27,96 





Sowohl aus der 15. Umfallung, Darstellung I, als aus der 
12. Umfallung, Darstellung II, wurde gefunden, dafi etwa die 
Hilfte des Basen-N auf Arginin kommt. 
































Die Guajakblutprobe und die Ursachen der Blaufarbung der 
Guajaktinktur. 
Von 


C. E. Carlson, Lund. 





(Der Redaktion zugegangen am 12, April 1906.) 


Der Nachweis von Blut ist ja eine von mehreren Ge- 
-i:litspunkten aus besonders wichtige Operation. Unter den 
Proben, die zur Ermittelung von Blut gang und giibe sind, 
lurfte die chemisch-mikroskopische und die spektral- 
nalytische Untersuchungsmethode nichts zu wiinschen iibrig 
lassen in bezug auf Zuverliassigkeit. Diese Proben sind jedoch 

t der Handhabung besonderer Apparate verknipft und kénnen 
nne Aufwand von Miihe und Zeit nicht vorgenommen werden: 
h fordern sie eine gewisse Ubung und Gewohnheit. 

Man hat unter diesen Umstiinden als Vorprobe die so- 
venannte Guajakprobe angewendet, die besonders bequem 
‘uszufthren ist und, was Empfindlichkeit betrifft, auch andre 
Proben hinter sich lassen diirfte. 

Die Guajakprobe mit besonderer Riicksicht auf den Nach- 
eis von Blut im Urin wird nach Hammarsten!) in folgender 
Weise ausgefiihrt: «In einem Reagenzrohre mischt man gleiche 
Volumina Guajaktinktur und alten Terpentindles, welches an 
er Luft unter dem Einflusse des Lichtes stark ozonhaltig ge- 

rden ist. Zu diesem Gemenge, welches nicht die geringste 
ufarbung zeigen darf, setzt man dann den zu untersuchenden 

Bei Gegenwart von Blut oder Blutfarbstoff tritt nun an 
' Bertihrungsstelle der Fliissigkeiten erst ein blaugriiner und 
inn ein schon blauer Ring auf. Beim Umschitteln wird das 
bLemenge mehr oder weniger schon blau. Normaler oder eiweif- 


‘) Lehrbuch der Physiologischen Chemie von Olof Hammarsten. 
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reicher Harn gibt diese Reaktion (beziiglich deren Ursache auf 
das Kap. 6, S. 169 verwiesen wird) nicht. Bei Gegenwart von 
Kiter kann der Harn, auch wenn kein Blut zugegen ist, mit 
dem Reagens eine blaue Farbe geben; in diesem Falle wird 
aber die Guajaktinktur allein, ohne Terpentinél, von dem Harne 
blau gefarbt (Vitali).1) Dies gilt wenigstens fiir eine Tinktur, 
welche einige Zeit der Einwirkung der Luft und des Tages- 
lichtes ausgesetzt gewesen ist. Die bliuende Wirkung des Eiters 
geht iibrigens zum Unterschied von derjenigen des Blutfarbstoffs 
verloren, wenn man den Harn zum Sieden erhitzt. Einen in 
Zersetzung begriffenen alkalischen Harn mufi man vor Aus- 
fiihrung der Reaktion schwach ansauern. Das Terpentinol soll 
im Tageslichte, die Guajaktinktur dagegen in einer Flasche 
von dunklem Glase aufbewahrt werden. Die Brauchbarkeit 
der Reagenzien mu ubrigens mit einer bluthaltigen Fliissigkeit 
kontrolliert werden. Diese Probe ist zwar bei positivem Erfolge 
nicht absolut entscheidend, weil auch andere Stoffe eine Blau- 
firbung erzeugen kOnnen; dagegen ist sie bei richtigem Ar- 
beiten so auBberordentlich empfindlich, dab, wenn sie negatiy 
ausfiillt, jede andere Untersuchung auf Blut iiberfliissig und 


























resultatlos wird.» 

Wie aus obiger Beschreibung hervorgeht, ist die Probe 
mehr fiir ein negatives als fiir ein positives Resultat von be- 
deutung. Unter diesen Umstiinden ist es von Wichtigkeit, die 
Bedingungen zu erfahren, die eine notwendige Voraussetzung 
fiir ein richtiges Ergebnis bilden. Das Ergebnis scheint in erster 
Linie von der Beschaffenheit des Terpentindles abhingig zu 
sein: dieses soll, wie oben erwihnt, stark ozonhaltig sein. 

Indessen sind keine Proben angefiihrt (auber gerade der 
mit Guajaktinktur -—- Blut), die zeigen, wie stark ozonhaltiy 
das TerpentinOl sein soll, damit es tiberhaupt fiir die Probe in 
Frage kommen kann. Andererseits mu ja auch die Empfindlichkeit 
der Probe in hohem Mabe hierauf beruhen. 

Unter diesen Umstiinden erscheint es aéuferst wiinschens- 
wert, das Terpentinol durch einen anderen Stoff zu ersetzen, 
der stets zugiinglich und dessen exakte Zusammensetzung stets 






') Vgl. Malys Jahresber., Bd. XVIII 
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hestimmt werden kann. Einen solchen Stoff habe ich gefunden 
Wasserstoffperoxyd, dessen Verwendung als Ersatz fiir 
Terpentino! mir sehr nahe zu liegen scheint. Eigentiimlich genug 
es aber in der Literatur, soweit ich wenigstens finden 
kann. keinen Hinweis darauf.') 
Die folgenden Untersuchungen mégen zeigen, inwiefern 
Wasserstoffperoxyd fiir die genannten Zwecke dienlich ist. 
Bei Untersuchung einer Urinprobe auf Blut erhielt ich 
‘ttels der Hellerschen Probe (Erhitzung mit Natronlauge) 
positives Resultat. Bei Ausfiihrung der Guajakprobe und 
Anwendung von nach meiner Ansicht hinreichend «ozon- 
‘igem» Terpentindle (das rohe Terpentinél ist in der Regel 
oder minder stark «ozonhaltig»), trat indessen die er- 
itete Reaktion nicht ein. Wurde dagegen das Terpentino! 
rch einige Kubikzentimeter 3°/oiger Wasserstoffperoxydlosung 
ersetzt. so war das Ergebnis eine deutliche Blaufairbung der 
Mischung. Das Terpentindl war somit zu wenig ozonhaltig. 
Nun kam es darauf an, durch Versuche zu erfahren, in- 
ern Wasserstoffperoxyd an und ftir sich das Vermogen 
esitzt, allein die Guajaktinktur blau zu farben, und ob das 
Vorhandensein anderer Stoffe st6rend einwirken und dieselbe 
ktion wie Blut ergeben kann. 
Zunichst wurde festgestellt, daB die Guajaktinktur nicht 
h Wasserstoffperoxyd allein blau gefarbt werden kann. So 
eigte sowohl Guajaktinktur, die mehrere Jahre alt war, wie 
n frisch zubereitete, be: Behandlung mit Wasserstoffperoxyd- 
sung von 3°/o und ebenso von 30° o in der Kiilte wie in der 
rme bei allen Konzentrationen nicht die geringste Blaufirbung. 
Darauf wurden Versuche angestellt mit Urin von 4 ver- 
edenen Personen. Die Urinproben wurden mit Wasserstoff- 
xyd und Guajaktinktur versetzt. In welchen Proportionen 
/usammenmischung nun auch geschah, eine Blaufarbung fand 
statt. Auch mit einem stark eiweifhaltigen Urin wurde 


Nach Vollendung dieser Arbeit ha 
ng von Wasserstoffperoxvd anstatt TerpentinO!s keine Neuheit ist 
glaube ich, dafi eine nahere Erorterung trotzdem fiir weitere 


von Interesse sein wird. 
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ein Versuch angestellt ganz in derselben Weise, aber mit neva- 
tivem Resultate. Nichts scheint also dem Ersatz des Terpentin- 
dles durch Wasserstoffperoxyd im Wege zu stehen. Aus dem 
folgenden ergibt sich im Gegenteil, daB die Empfindlichkeit der 
Probe erheblich gesteigert wird. 

Kin halber Kubikzentimeter frischen Ochsenblutes wurde 
im 1000 ccm aqua destillata aufgelost. 1 ccm hiervon ergalh 
mit Guajaktinktur -- Wasserstoffperoxyd eine deutliche Farbung. 
Bei Anwendung von Terpentinol, und zwar von altem, welches 
einen Monat hindurch der Luft und dem Tageslichte ausgesetzt 
gewesen war, blieb die Reaktion bei ganz derselben Quantitit 
Blutlésung aus. 

Ubrigens hingt das Resultat in sehr hohem Grade ab von 
der Manipulation bei der Mischung der verschiedenen Fliissig- 
keiten. Ich habe gefunden, dab die Probe bedeutend verschiirtt 
wird, wenn man beim Nachweis von Blut in einer LOsung von 
oben erwihnter starker Verdiinnung in folgender Weise ver- 
fihrt. 8 ccm wurden mit 2 ccm 3°/oiger Wasserstoffperoxyd- 
losung gemischt. Dieser Mischung wurde 1 ccm der Blutlésung 
1/2 "loo mittels einer Pipette zugesetzt, wobei die Fliissigkeit 
in die LOsung hinabrinnen konnte, ohne dal das Probierrohr 
geschiittelt wurde. Dadurch dafi man dem Hinabrinnen der 
Losung durch die im Probierrohr befindliche Mischung mit dem 
Auge folgt, kann man die Blaufiirbung sofort und deutlich be- 
obachten. Sie sinkt allma&hlich zu Boden und bildet dort eine 
blaugefarbte Schicht. Wird die Mischung dagegen umgeschiittelt. 
ohne dafi die oben erwiahnte beobachtung gemacht wird, so 
wird die in diesem Falle schwache blaue Farbe von der gelben 
des Harzes bedeckt und die Reaktion tritt nicht deutlich hervor. 

Urin mit 3/2 oo Blut versetzt verhielt sich in oben an- 
gegebener Weise. 

Wihrend in 1 cem der Blutlésung (‘4/2 °loo) noch nach 
Verlauf einer langen Zeit mit derselben Schiirfe Blut nachge- 
wiesen werden konnte, war das nicht der Fall mit dem aui- 
bewahrten bluthaltigen Urin. In dem MaBe, wie dieser sich zer- 
setzte, nahm die Nachweisbarkeit von Blut darin ab. Schlieflich 
konnte das blut in dieser Verdiinnung nicht mehr nachgewiesen 
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werden. Séurezusatz unterstiitzte die Reaktion nicht. Anderer- 
seits konnte eingetrocknetes Blut auf verschiedenen Gegen- 
stinden von Leinen, Holz oder Metall auch nach langer Zeit 
mit unverminderter Scharfe in der obenerwéhnten Weise mit 
Hilfe von Wasserstoffperoxyd nachgewiesen werden. 

Ich will jetzt mit einigen Worten erwahnen, welches die 
Ursachen der Blaufarbung der Guajaktinktur sind, und die Ver- 
hiltnisse besprechen, die hiermit zusammenhingen. 

Was nun zunichst das Blut betrifft, so ergibt sich die 
Auflassung tber das Wesen dieser Blaufairbung aus folgenden 
Worten Hammarstens: «Das Oxyhiimoglobin wirkt ebenso- 
wenig wie die anderen Blutfarbstoffe direkt oxydierend auf 
Guajaktinktur. Dagegen hat es, wie alle eisenhaltigen') Blut- 
farbstoffe, die Fiihigkeit, als sogenannter «Ozoniibertrager » 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von ozonhaltigen Reagenzien, 
wie Terpentinol, Guajaktinktur, zu blauen. »?) 

Im folgenden werde ich zeigen, dai eine andere Auffassung 
dieses Oxydationsverlaufes berechtigt sein kann. Was besonders 
das Verhalten des Ozons zur Guajaktinktur betrifft, so findet 
man allgemein angegeben, dafi das Ozon die Guajaktinktur blau 
lirbt. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein. Giefbt man in 
ein Voltameter, das eine U-formige Rohre darstellt, deren Schenkel 
© 25 cem Rauminhalt haben, und mit Elektroden aus Platina 
versehen sind, verdiinnte (10°/oige) Schwefelsiiure und setzt man 
dann das Voltameter in leitende Verbindung mit einer elek- 
trischen Batterie, so bildet sich bekanntlich an der Anode Ozon.’) 
Schichtet man auf die Schwefelsdure Guajaktinktur der Elektrode 
der Anode moglichst nahe, so sollte ja eigentlich die Guajak- 
linktur, wenn sie durch Ozon oxydiert wird, blau gefarbt werden. 
Aber weder die von der Séure unberiihrte Tinktur noch die, 
die bei der Uberschichtung teilweise damit vermischt worden 
ist, nimmt die geringste Farbenanderung an, auch nicht nach 
ang dauernder Einwirkung durch den elektrischen Strom. 
biege ich dagegen iiber die Anodenschenkel ein Jodkalium- 


Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
Hammarsten, Lehrbuch der Physiolog. Chemie, S. 169. 
Siehe H. Erdmann, Lehrbuch der anorgan. Chemie, 5. 99. 
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stiirkepapier, so wird dieses nach kurzer Zeit blau gefiirht. 
welches zeigt, dafh wirklich Ozon gebildet wird. 

Man darf somit nicht sagen, dab die Blutfarbstoffe a}s 
«<Ozoniibertrager» wirken, da die Guajaktinktur selbst durch 
Qzon nicht blau gefarbt werden kann. Durch die folgenden 
Beobachtungen wird auch die Behauptung widerlegt, daB altes 
Terpentin6l ein ozonhaltiges Reagens ist. 

Diese Behauptung findet eine Stiitze in dem Verhalten 
des Terpentindls zu den Eisenoxydulsalzen. 

Kine bekannte Sache ist, daB Eisenverbindungen die Guajak- 
tinktur blau fiirben. Doch findet man leicht, dab diese Ejigen- 
schaft nur den sogenannten Oxydsalzen zukommt; bei den 
Oxydulsalzen bleibt die Blaufaérbung aus. 

Aber wenn man einem Eisenoxydulsalz, das mit Guajak- 
tinktur vermischt ist, Terpentindl oder Wasserstoffperoxyd zu- 
setzt, so tritt augenblicklich Blaufiirbung der Guajaktinktur. ein, 
Terpentino! und Wasserstoffperoxyd zeigen somit ein vollig 
gleiches Verhalten zu den Oxydulsalzen gegeniiber der Guajak- 
tinktur. Die letztere ist auch ein besonders krafliges Oxydations- 
mittel fiir Kisenoxydulsaize. Wird eine EisenoxydulsulfatlOsung 
mit Terpentinol zusammengeschittelt, sei sie alt oder frisch 
destilliert, so tritt fast sofort die Gelbbraunfarbung der Ferro- 
sulfatlbsung ein unter Bildung von Ferrisalz. 

Wenn anderseits eine Ferrosulfatldsung der Elektrolyse 
unterworfen wird, so tritt keine Gelbbraunfirbung an der Anode 
ein, wo Ozon und Sauerstoffgas in statu nascendi vorhanden ist. 
Auch nach mehrstiindiger Einwirkung des galvanischen Stromes 
behielt die Fliissigkeit an der Anode (die Elektrolyse wurde in 
der obenerwiihnten U-f6ormigen Roéhre ausgefiihrt) ihre lichit- 
griine Firbung. Die Verschiedenheit des Oxydationsverlaules 
in dem einen und dem andern Falle ist ebenso in die Augen 
fallend wie die Gleichheit bei der Oxydation mit Wasserstolfper- 
oxyd und Terpentinol. Da man nun bei der ersteren niemals zon 
im QOxydationsverlaufe hat nachweisen kOnnen, so Ist anzu- 
nelmen, dafi Ozon nicht die Ursache der Oxydation der Ferro- 
sulfatlisung ist, wenn Terpentinél! dazu verwendet wird. bin 
anderer Schluf, der aus dem Oxydationsverlauf des Kisenoxyd- 
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ulfats gezogen werden kann, wegen der langsam verlaufenden 
Qxvdation bei der Elektrolyse und der glatt verlaufenden mit 
Wasserstoffperoxyd und Terpentinol, soll hier nicht niher erértert 
werden, da er auberhalb des Rahmens dieser Arbeit liegt. 

Nachdem obige Beobachtungen tiber den Ozongehalt des 
ferpentindls gemacht worden waren, finde ich in einer um- 
fassenden Arbeit von C. Engler und J. Weissberg: «Kriti- 
sche Studien uber die Vorginge der Autooxydation» 
meine Ansichten bestérkt. Die Verfasser iiuBern als Schlub- 
vesultat der Untersuchung iiber «<ozonisiertes» Terpentinol fol- 
vendes (Seite 73): «Nach unseren Untersuchungen!) besteht 
ier aktivierte Sauerstoff des TerpentinOls weder aus 
zon noch aus atomistischem Sauerstoffs. 

Wie aus obigem also hervorgeht, wird die Guajaktinktur 
veder durch den Sauerstoff der Luft noch durch Ozon oder 
Sauerstoff in statu nascendi oxydiert oder blau gefiirbt. Man 
sann hier mit Recht die Frage aufwerfen, welches ist die Ursache 
ler Oxydation ? 

Kine Antwort hierauf kann nur gefunden werden durch 
Versuche mit Stoffen bekannter Konstitution, welche die Guajak- 
uuktur blau farben. Diese Reaktion ist ja an und fiir sich 

n geringem Interesse, aber in Zusammenhang mit dem Blute, 
u dem die Guajaktinktur in einem ganz eigentiimlichen Ver- 
nultnisse steht, wird die Reaktion in hohem Grade interessant. 

gilt zu entscheiden, inwiefern auf Grund der gewonnenen 
nesultate eine Aufklérung tiber die im tierischen K6rper ver- 
wufenden Oxydationen erreicht werden kann. Diese wichtigen 
Vorgiinge sind ja noch ganz in Dunkel gehiillt. Von diesem 
resichtspunkte aus habe ich folgende Untersuchungen angestellt. 
Auch wenn die von mir aus den Ergebnissen gezogenen Schliisse 
als nicht haltbar erweisen sollten, dirfte gleichwohl der 
verimentelle Teil der Untersuchung der Mitteilung wert sein. 

Wie oben gesagt, haben die Eisenverbindungen die Fiahig- 

unter gewissen Umstanden Guajaktinktur blau zu firben. 

hierzu kommt, dafi nur eisenhaltige Blutfarbstoffe die 


Vel. auch Engler und Weissberg, Ber. der Deutsch. chem. 
isch., Bd. XXXI, S. 3046. 
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Fahigkeit der Blaufarbung besitzen, so kénnte man aus dieser 
Grunde geneigt sein, anzunehmen, dafi das Eisen auf die eine 
oder andere Weise die Ursache der Blaufarbung sei. Eine solche 
Vermutung ist auch ausgesprochen worden. Zunichst mul} so- 
mit entschieden werden, wie es sich hiermit verhalt. Die Unter- 
suchung ergab ein negatives Resultat. Da sich gleichwohl ge- 
wisse Schliisse aus der Untersuchung uber die Blaufairbung der 
Guajaktinktur bei Vorhandensein von Eisenoxydsalzen ziehen 
lassen, so gehe ich hier etwas niher darauf ein. 

Bei Behandlung eines Eisenoxydsalzes mit Guajaktinktw 
findet man, daf die Blaufarbung bei der geringsten Spur von 
Oxydsalz eintritt. Wenn ein Tropfen einer Eisenchloridlosung. 
die 10°/o Eisen enthélt, 2500 ccm destilliertem Wasser zu- 
gesetzt wird, so erzeugt 1 cem hiervon zwar eine geringe, aber 
doch wahrnehmbare Blaufarbung mit Guajaktinktur. Nach einer 
Berechnung enthielt 1 cem dieser Losung 0,00264 mg Fe. 

Wiire nun das Eisen allein im Blute die Ursuche der Blau- 
farbung der Tinktur, so miifte das Eisen, wenn man es aus 
einer gewissen Quantitét Blut entfernt und in Oxydsalz iiber- 
fiihrt, auf die Guajaktinktur mit derselben Scharfe reagieren 
wie das mit Wasser stark verdiinnte Blut. Doch so verhiilt es 
sich nicht, wie ich zeigen werde. 

100 g Ochsenblut werden zur Trockne verdunstet. Der 
Rest von 15,7 g Trockensubstanz wurde gegliiht, der Riickstand 
wurde in kleinen Mengen mit warmem Wasser behandelt, das 
dabei siark alkalisch wurde. Ein rotbrauner Niederschlag wat 
sichtbar, er wurde gesammelt und gewaschen. Das Filtrat war 
eisenfrei. Das Filter wurde verbrannt und das Eisen wurde 
durch Behandlung mit HCI4+-H,O, aufgelést, wobei sich eine 
vollkommen klare, rotgelbe Lésung von FeCl, ergab. Die Salz- 
siiure wurde durch Abdunstung entfernt, worauf der Riickstand 
im Wasser zu 100 ¢ aufgelést wurde. 

Da ich zuvor gezeigt habe, dab in 1 ccm einer Blutlosuny 
von '/2%oo das Vorhandensein von Blut durch Guajaktinktu 
nachgewiesen werden kann, so wiirde, wenn das Eisen aileit 
die Ursache der Reaktion wire, in der oben erwiihnten Eisen- 
chloridiésung, die aus dem Eisen des Blutes erhalten wurde, !' 
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ner Verdiinnung mit 200000 Teilen Wasser die Reaktion mit 
{ com zustande kommen. Wie aber auch verfahren wurde, die 
Reaktion blieb aus. 

Durch Berechnung des Eisengehaltes der verschiedenen 
Lisungen kann man den Unterschied ersehen. 1000 g Blut 
hse) enthalten nach den Literaturangaben 0,544 g Eisenoxyd. 
Vird }i2 g Blut in 1000 ccm Wasser geldst, so findet sich in 

cm hiervon 0,00019 mg Fe. Wie oben gezeigt, reagiert jedoch 
je Guajaktinktur schon mit 0,00264 mg Fe nicht mehr. 

Wie empfindlich die Reaktion somit auch fiir Eisen ist, 

kann dieses doch nicht an und fiir sich die Ursache der- 
enigen Reaktion sein, welche bei der Behandlung des Blutes 
mit Wasserstoffperoxyd und Guajaktinktur entsteht. 

Ich gehe nun iiber zu den Schlubsatzen, die man betreffs 
er Ursachen der Blaufairbung der Guajaktinktur aus ihrem Ver- 
valten zu den Eisenoxydsalzen ziehen kann. 

Diese werden im allgemeinen bei ihrer Auflésung im Wasser 
vdrolysiert, so da Eisenoxydhydrat, Fe(OH),, gebildet wird, 
is sich bei der Auflésung in kolloidalem Zustande_befindet. 

Bildung von Eisenoxydhydrat bedingt auch die gelbe bis 
unrote Farbung dieser Salze in Losung, da die Ferri-lonen 
-- farblos sind. Wird der Lésung eines Ferrisalzes eine Saure 

unzugesetzt, so wird die Hydrolyse zuriickgedriingt, das abge- 
Jtene Eisenoxydhydrat wird teilweise in Ion bzw. Salz tiber- 
zihrt und die Lésung verliert zum grofen Teil ihre rotbraune 
‘arbung. Nun zeigte es sich, daf in sauren Eisenchloridlésungen 
¢ Reaktion mit Guajaktinktur wesentlich geschwacht wurde 
er vollig ausblieb. Ich kam hierdurch zu der Annahme, dab 
Hydroxylgruppen die Veranlassung zur Blaufiirbung der 
iajaktinktur seien; denn auch eine durch Dialyse bereitete 

“loidale Eisenoxydhydratlésung farbte sich stark. 
Sind die Hydroxylgruppen des Eisenhydrates die Ursachen 

) blaufarbung, so muff Eisenoxydhydrat in Substanz auch 
| -© Tinktur blau farben. Dieses bestiitigte sich. Frisch bereitet 
: | gut ausgewaschen, ergab es, wenn es der Guajaktinktur 
, igesetzt wurde, in der Kélte keine Blaufarbung, aber eine auch 
geringe Erwaérmung der Losung hatte starke Blaufarbung 
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zur Folge. Anderseits ergab sich auch bei lange andauernder 
Erwarmung bei Behandlung von Guajaktinktur mit Eisenoxyd- 
hydrat, welches zwischen Loéschpapier getrocknet und einige 
Zeit hindurch aufbewahrt war, keine Blaufarbung. Wie bekannt 
wird dieses beim Trocknen umgewandelt und man hat dan, 
keinen Stoff mehr, welcher der Formel Fe(OH), entspricht. 
Wenn die Hydroxylgruppen weiter die Ursache der Blau- 
firbung sind, so miissen die anderen Salze, deren wiasserive 
Losungen denen der Eisenoxydsalze gleichartig beschaffen sind 
gleichfalls Blaufiirbung verursachen. Eine solche Lésung ist di 
Aluminiumsubacetatlosung der Pharmakopoen. Diese enthiil! 
auber dem normalen Acetat, AI(CH,CO,),, neben Aluminium- 


(oH (OH), 
CH,CO,)o. 


und 1,3-acetat, Al CH.CO,), wahrscheinlic: 
auch Aluminiumoxydhydrat, Al(OH),, in kolloidaler Lésung. \\Vi 
im voraus angenommen war, fiirbte diese Losung die Gua ak- 
tinktur blau. Ebenso verhielt es sich mit Bleiessig, der ein 
basische bleiacetatlosung darstellt. 


2 3-acetat. Al 


Kine weitere Stitze ftir die Richtigkeit meiner Behauptungen 
dirfte folgendes bieten. 

Wird eine Magnesiumsulfatlésung elektrolysiert, nachdem 
sie mit Guajaktinktur versetzt worden ist, so erhilt man, wi 
oben angegeben, keine Blaufirbung an der Anode, an der Ka- 
thode dagegen tritt eine grunblaue Firbung der Mischung hervor 

Die Erklarung wirde folgende sein. Nach der Dissoziations- 
theorie wird das Magnesium-lon an der Kathode abgetrenn 
Elektrolytisch von seiner SalzlOsung abgeschieden, zersetz! e: 
indessen Wasser in der Weise, dai Mg(OH), gebildet wird 
Aus diesem Grunde stellt der Kathodenraum folgende Mischunz 
dar: MgSO,-+-Mg(OH),, eine Mischung, die demnach vergleich!at 
ist mit den durch Hydrolyse entstandenen, zuvor erwiihnien 
Verbindungen, die die Fiihigkeit besaben, die Guajaktinktur }).au 
zu firben. Da man zudem weil, dal die Hydroxylgruppen !ile! 
bei der Bildung von Mg(OH), in statu nascendi vorhanden s!0 
so ist die Firbung der Guajaktinktur an der Kathode erklirich. 


nahme berechtigt, da die Hydroxylgruppen molekular gebundes 


Man ist somit auf Grund dieser Untersuchung zu der An- 
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nicht Hydroxyl-lonen: Kalihydrat farbt nicht blau), durch direkte 
Addition die Guajaktinktur blaufarben konnen. 

Andere Stoffe, die mit auferordentlicher Scharfe die Guajak- 
inktur blau farben, sind die Nitrite. Wird z. B. Guajaktinktur 
mit einer Kaliumnitritlbsung gemischt, so entsteht keine Blau- 
‘irbung, wird aber eine Saure hinzugesetzt, so tritt die Blau- 
sirbung seharf hervor. Ebenso verhilt es sich, wenn anstatt 
einer Siiture Wasserstotiperoxyd hinzugesetzt wird. Diese Ver- 
hindungen zeigen demnach insofern eine mit Blut zu vergleichende 
Virkung, daB sie erst nach Zusatz von Wasserstoffperoxyd die 
Tinktur blau fairben. Da nun die Schiirfe sehr bedeutend ist, 
(001 mg KNO, konnte in dieser Weise in 1 ccm Wasser 
nachgewilesen werden, hielt ich eine Untersuchung auf vielleicht 
nm Blute vorhandene Nitrite nicht ftir unnétig. Wie zu erwarten 
war. fielen die Versuche indessen negativ aus. 

Auch andere Versuche mit anorganischen Verbindungen 
shienen zu beweisen, daB ihr Vorhandensein im Blute nicht 

Ursache der Blaufiirbung sein konnte, sondern man muB 
nnehmen, daB diese auf der Gegenwart einer organischen 
Verbindung beruht, die nach allem zu urteilen ein wesentlicher 
Bestandteil des Blutes ist. 

In diesem Zusammenhang mag auch erwiihnt sein, dah 
Speichel ebenfalls die Fihigkeit hat, bei Vorhandensein von 
Wasserstoffperoxyd Guajaktinktur blau zu firben. Bringt man 

| cem Speichel in einem Reagenzrohre zusammen mit 1 ccm 
Guajaktinktur, so entsteht keine Blaufarbung, nicht einmal bei 
Hrwiirmung, aber nach Zusatz einiger Tropfen Wasserstoffperoxyd 
wird die Mischung sofort blau gefarbt. 

Stellt man zum Schlusse die bei den Untersuchungen ge- 
wonnenen Resultate zusammen, so kénnen folgende Schiliisse 
zezogen werden: 

1. Bei Vornahme der Guajakblutprobe ist dem ,,ozonhaltigen‘* 
erpentinél! das Wasserstoffperoxyd (3°/o) vorzuziehen; dieses 


ot dieselbe Wirkung aus wie TerpentinOl, aber es ergibt eine 
nerere und kriftigere und demzufolge schirfere Reaktion. 

2. Terpentinol, auch altes, das der Luft und dem Lichte 

Uusvesetzt gewesen ist, enthalt kein Ozon und kann dieses infolge 
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dessen nicht abgeben. Terpentinol enthalt ebenfalls kein Wasser- 
stoffperoxyd, was von Engler und Weissberg!) und anderen 
erwiesen worden ist. Seine Anwendung bei der Blutprobe hiingt 
von der Bildung molekular gebundener Hydroxylgruppen ab. 

3. Die Blaufairbung der Guajaktinktur durch Blut bei Vor- 
handensein von Terpentinol oder Wasserstoffperoxyd beruht au! 
einer im Blute vorkommenden organischen Verbindung. Die 
Reaktion verliuft so, daB diese Verbindung aus dem Wasser- 
stoffperoxyd oder dem Terpentin6] Hydroxy! aufnimmt und damit 
eine labile Verbindung bildet, welche dann fast augenblicklich 
das Hydroxy! an die Guajaktinktur abgibt; hierdurch wird diese 
dann blaugefarbt. 


') Kritische Studien tiber die Vorginge der Autooxydation, S. 74 


Notiz betreffend das Sphingosin. 
Von 


F. Kitagawa und H. Thierfelder. 





(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1906.) 


Eingehende Untersuchungen tiber das Sphingosin haben zu dem 
Resultat gefiihrt, daf’ diese Substanz nicht einheitlich ist. Da die vollige 
Klarlegung der Verhiltnisse bei der Schwierigkeit der Materialbeschaffung 


und der Trennung noch einige Zeit erfordern wird, so teilen wir dieses & 
Ergebnis schon jetzt mit, um die Angaben des einen von uns‘) 2 
berichtigen. 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 21, und Bd. XLIV, S. 366. 


































Zur Kenntnis der Pepsinverdauung. 
Von 


stud. med. Paul Mey (Reval). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 15, April 1906.) 


Namentlich die Arbeiten von Lawrow!) und Zuntz?) 
haben gezeigt, dab entgegen der Theorie Ktihnes die peptische 
Verdauung tiber die Bildung von Peptonen hinausgeht und im 
Laufe derselben biuretfreie Verdauungsprodukte von mehr oder 
weniger komplizierter Zusammensetzung entstehen. Die Dar- 
-ellung derselben macht jedoch Schwierigkeiten, weil die Pepsin- 
rerdauung stets unvollkommen ist, so dai sich in den Ver- 
jauungsfliissigkeiten immer noch weniger verinderte Abbau- 
produkte des Kiweifes, wie Syntonin, Albumosen etc. nachweisen 
uissen, die bei der Verarbeilung der peptischen Verdauungs- 
liissigkeiten betriichtliche Hindernisse bereiten. 


. Nun haben kiirzlich Kutscher und Lohmann®) bei der 
ce f Papayotinverdauung, die insofern der Pepsinverdauung ahnlich 
1 HF ist, als es dabei auch nicht gelingt, die biuretreaktion zum 
es 


Verschwinden zu bringen, das Tannin benutzt, um die kolloidalen 
bestandteile zu beseitigen. Es lieS sich erwarten, dai die von 
\ulscher und Lohmann angewandte Methode sich mit Vorteil 
zum Studium der Pepsinverdauung verwerten lassen wide. 
Ua sich sowohl das EiweiB, wie die Albumosen und Peptone *) 
rch Tannin niederschlagen lassen sollen, hoffte ich mut 
Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 513, und Bd. XXXII, 5. 312. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 132. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 5. 383. 
') Neumeister, Lehrb. d. phys. Chemie, I. Aufl., 5. 234. 


pe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 6 
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Hilfe dieses Reagenses Jeieht zu den biuretfreien Verdanune- 
produkten zu gelangen. Ich habe zwei dahingehende Versuc 
angestellt. 

Zu Versuch | benutzte ich 83 g gut ausgeprebtes, friscles 
Fibrin, das in 11 kiinstlichen Magensaft!) gebracht und 7 7; 
ber 37° C. im Brutsehrank gehalten wurde. 

In Versuch If tiberlieB ich 16 ¢ Hiihnereiweif in 2 | kiinst- 
lichem Magensaft 7 Tage der Verdauung. In beiden Versuche) 
prufte ich die Verdauungsfliissigkeit nach der Vorschrift 
Girber taglich mit Ginzburgs Reagens auf die Gegenwart 
freier Salzsiiure. 

Die Verarbeitung der Verdauungsfliissigkeiten geschah 
beiden Fiillen gleichméBig. Die Fliissigkeiten wurden zuniichs! 
mit Natriumearbonat versetzt, bis sie gegen Lackmuspapier ganz 
schwach alkalisch reagierten. Den dabei entstehenden Niedcer- 
schlag saugte ich ab. Das klare Filtrat fiillte ich mit Tannin- 
ljsung aus unter Vermeidung eines gréBeren Uberschusses de 
Killungsmittels. Die abgeschiedenen Tannate saugte ich 
und beseitigte im neuen Filtrate das iiberschiissige Tannin de 
Hauptsache nach durch Fiillang mit Barytwasser. Das Filtra 
vom Baryumtannat siiuerte ich schwach mit Schwefelsiiure ai 
und trug Bleioxyd im Ubersehu8 ein. Nach einiger Zeit nali 
die hiiufig umegeriihrte Fliissigkeit alkalische Reaktion an. Nun- 
mehr filtrierte ich das Baryumsulfat ete. ab und dampfte di 
Fliissigkeit unter Zugabe von etwas Bleioxyd ein. Die auf o 
kleines Volumen gebrachte Fliissigkeit saugte ich vom Bleioxy: 
ab und engte sie zum Sirup ein, den ich mehrmals mit 96°/oigem 
Alkohol auskochte. Ungelést zuriick blieb dabei hauptsiich ic’ 
anorganische Substanz, doch liefen sich in den Riickstiinden 
auch biuretgebende Kérper nachweisen. Ich habe die Losung 
derselben nur auf ihr Verhalten gegen Ammonsulfat niiher ¢ 
priift. Sie lieBen sich durch Ammonsulfat nicht abscheide! 
und miissen daher den echten Peptonen zugeziihlt werden. 1) 
Hauptmasse der organischen Substanz war jedoch in Alkoho. 


') Der kiinstliche Magensaft war aus der Schleimhaut eines Schw: 
magens nach den Angaben von Thierfelder (Hoppe-Seylers fia 
buch d. physiol. u. pathol.-chemisch. Analyse, Aufl. 7, 5. 382) darges 
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sich. Sie hinterblieb nach dem Verdunsten des Alkohols 
wenig hygroskopischer, stark alkalisch reagierender Sirup. 

In dem aus Versuch I stammenden alkoholléslichen Teil 

jen sich noch merkliche Mengen Chior, etwas Blei und Barvum 

| reichlich Natrium nachweisen, der im Versuch II gewonnene 
ohollosliche Teil war frei von Chlor, Blei und Baryum, ent- 
It aber reichlich Natrium. Das Natrium schien in beiden 
en an organische Verbindungen sauren Charakters gekniiptt 

zu sein. In Versuch II habe ich den alkoholl6slichen Riickstand 
100° C, getrocknet und gewogen, er wog 8.6 g. Mit diesen 


me 


‘kstiinden habe ich noch folgende Reaktionen angestellt. 


soholléslicher Rickstand Alkoholléslicher Riickstand 
von Versuch Il, von Versuch Il 
A. Farbenreaktionen. A. Farbenreaktionen. 


i 


Hiuretreaktion, stark. Die Farbe. 1. Biuretreaktion wie bei I 
e bei dieser Reaktion erhalten 

vird, ist ein schoOnes, feuriges 

Rot. wie es nach Kiihne fiir die 

Peptone charakteristisch sein soll. 


2 Xanthoproteinreaktion, stark. 


tw 


Xanthoproteinreaktion, stark. 
Millons Reaktion. Auf Zugabe 3. Millons Reaktion wie bei I 
on Millons Reagens zunichst 
weife Fallung. Beim Erwarmen 
ntensive Roétung der Fliissigkeit. 


Reaktion nach Molisch, auf- Reaktion nach Molisch, 


—f 


fallend stark. schwach. 

Reaktion nach Adamkiewicz, 95d. Reaktion nach Adamkiewicz, 
ehr intensiv. intensiv. 

Bromwasser gab gelben, reich- | 6. Bromwasser, wirkt wie bei | 


chen Niederschlag. 


~chwefelreaktion. vollkommen 7. Schwefelreaktion, vollkommen 
negativ. negativ 
. B. Fallungsreaktionen. B. Fallungsreaktionen 
Bleizucker und Bleiessig, negativ. 1. Bleizucker und Bleiessig, gaben 
starke in Essigsiure ldsliche 


-. Briickes Reagens + HCI, 2. Briickes Reagens wirkt wie bei! 
schwache Triibung. 
~a.petersiiure, negativ. 3. Salpetersdure, negativ. 


Metaphosphorsaure, negativ. t. Metaphosphorsdure. negatin 





























die mit 


lassen, zu entstehen. 


Phosphorwolframsiéure, — reich- 
licher Niederschlag. Beim Er- 
hitzen lauft die Hauptmasse zu 
einem Ol zusammen, das in 
Wasser unlislich ist. Der in Lé- 
sung gegangene Teil scheidet sich 
beim Erkalten krystallinisch ab. 


. Esbachs Reagens, nach einiger 


Zeit geringe Triibung. 


. Tannin, negativ. 


Ferrocyankalium ~-++- Essigsiure, 
negativ. 


. Sittigung mit Ammonsulfat  er- 


zeugt in einer konzentrierten 
LoOsung nur eine ganz schwache 
Triibung. 


Meine Versuche zeigen, dah 
methode die bei der Pepsinverdauung gebildeten Albumoscen 


Paul Mey, Zur Kenntnis der Pepsinverdauung. 





dD. 


6. 


9, 


bis auf Spuren beseitigen kann. 


Phosphorwolframsiure wirkt yw), 
bei I. 


Esbachs Reagens, nach einig 
Zeit Triibung. 


. Tannin, negativ. 


Ferrocyankalium + Essigsiiury 
negativ. 

Sattigung mit Ammonsulfat 
zeugt in einer sehr konzentrierten 
Lésung nur eine Triibung, 
keinen Niederschlag. 


man mit Hilfe der Tannin- 


Dagegen scheinen bei ce 


Pepsinverdauung auch reichliche Mengen peptonartiger Korper, 
Tannin keine schwerldslichen Verbindungen eingehen 
und daher durch dieses Fiéillungsmittel sich nicht entfernen 

























Muskelarbeit und EiweiBumsatz. 
Von 
W. Sawjalow. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Odessa 


(Der Redaktion zugegangen am 15. April 1906.) 


Das isolierte Siugetierherz kann als ein vortreffliches Objekt 
m Studium des Stoffwechsels im Muskelgewebe betrachtet 
rden. In der Tat beeinflubt das Nervengewebe des Herzens 
en Stoffwechsel des Organs kaum, und der bindegewebsstoff- 
wechsel ist eine tiberhaupt unvermeidliche Fehlerquelle, welche 
ch wahrscheinlich sehr klein ist. Daher wandte schon 
Miller!) das isolierte Herz zum Studium des Zucker- 
rauchs bei der Muskelarbeit an. Vor zwei Jahren stellten 
wir einige Untersuchungen tiber den Eiweifumsatz am 
rien Herzen an, welche jedoch aus iiuferen Griinden erst 
zum Ende gefiihrt werden konnten. Das Resultat dieser 
suche wollen wir kurz mitteilen. 
Ks werden Katzen- und Kaninchenherzen in den Langen- 
schen Apparat gebracht und darin 11'/2z—2! 2 Stunden 
in lebhafter Arbeit gehalten. Die durch das Herz durch- 
cnde Fliissigkeit wurde gesammelt und das darin befindliche 
oniak nach Folin?) sowie der Harnstoff nach Pfliiger?) 
estmmt. Um eine bei der Folinschen Methode mdgliche 
<chung des Ammoniaks aus der Laboratoriumsluft zu ver- 
len, wurde die Luft, welche zum Durchsaugen diente, von 
her durch eine lange Gummirdhre in den Apparat ge- 
Die Resultate der Versuche sind in der Tabelle zu- 
nengestellt. 
Zeitschrift fiir allgem. Physiologie, Bd. III. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 161. 
Hoppe-Seyler und Thierfelder, Analyse, 7. Aufl., S. 428. 
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. Sawjalow, 
























; NH. NH 
Nummer . ; ‘ 
in 100 cem | in der ganzen 
» Objek Yr ie: : ON] 
des bjekt is Flissigkeit COUN] 
Versuches eT 
w oz 
5 D 
| Kaninchenherz 0) () - 
2 0) 0) wal 
3 Katzenherz | (0) () rom 
4 ' Kaninchenherz | 0.0008 0.00496 | shi 
5 Katzenherz 0.0005 0.00175 _ 
6 Kaninchenherz — — | 0) 
fj — = | () 
5 a —— () 
Q ei — () 


In guter Ubereinstimmung mit den Angaben anderer Forsche: 
geht aus den angefiihrten Versuchen hervor, dal} die Muske'- 
arbeit in keiner funktionellen Beziehung zum Eiweibumsatz steli. 
Die geringe Menge des in den Versuchen Nr. 4 und 5 aus- 
geschiedenen Ammoniaks stammt wahrscheinlich von einen 
(unbekannten) nebenbei verlaufenden Prozesse her. 

Bei diesen Versuchen wurde ich von Herrn stud. natu 
Ssjenitzki und Brussilowski unterstiitzt. 








Finflu8 einer starken Zuckerkonzentration auf die Arbeit der 
Endotryptase in den abgetéteten Hefezellen. 
Von 
T. Gromow. 





m pflanzenphysiologischen Institut von Prof. W. Palladin in der St. Peters 
burger Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1906 


Diese Untersuchung schlieft sich unmittelbar an meine 
ere Arbeit!) an, in der ich zeigte, daf, je groéfer die Saccha- 
rosckonzentration ist, um so stiérker auch die durch sie be- 
ste Hemmung der Selbstverdauung der Eiweifstoffe wird. 
jie stirkste SaccharoselOsung, welche ich untersucht habe, ent- 
hiell 35°/o und es bleibt noch unentschieden, ob eine hodhere 
Konzentration einen Einflub auf die Eiweibverdauung haben wird. 
Ich habe diese Arbeit auf den Vorschlag und unter der 
Leitung des Herrn Professor W. Palladin ausgefiihrt. Die Ver- 
siche wurden unter denselben Bedingungen angestellt, wie in 
rigen Arbeit. Der Eiweibstickstoff wurde nach der Stutzer- 
en Methode bestimmt: nur im III. Versuche habe ich Essig- 
benutzt. 
Versuch I. 
Das Zymin?) wurde zu einer 60°/oigen Saccharoselosung 
nzugefiigt. Der Versuch dauerte 5 Tage bei Zimmertemperatur. 














Menge In Pro- In Pro- 
der Eiweif-N  zentender Durch-  zenten der 
Trocken- Trocken-  g¢hnitt  Kontroll- 
substanz g substanz portion 
r 0 388 0.0262608 6.76 
roil- 
0.3122 0,0222086 7.11 6.95 100 
lon piesa 2 se 
0.4295 O.O300869 r 
- 0.4107 () 0289855 7.05 
A S(t 
0.4263 0.0300289 7.04 7.06 101.5 
0.3597 0.0255362 7.09 


Gromow, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 300, 1904. 


Zu beziehen bei Schroder. Miinchen,. Landwehrstr. 



























































EinfluB einer 8O- und 100°/oigen Saccharoseldsung und eine; 
60° oigen Glukoselosung. 


Zimmertemperatur. 


Versuch 


T. Gromow, 


Der Versuch 


Il. 












dauerte 5 Tage }ej 








oe, 





Menge | In Pro- In Pro- 
der | Eiweif-N (zenten der Durch- zenten 
Trocken- Trocken-! gehnitt | Kont 
substanz g substanz | portio 
0.7085 0,0457796 646 | 
. ‘ 0,5623 0,0376521 6,69 | 
ontroll- ‘ is ig | 
0,534 0.0349275 | 6.54 | — 
i “ ws es v6 . wi | = 6,58 100 
portion 0.5686 0,0379999 6,68 | 
0.5431 0,03597 1 6,62 | 
0.7032 0,0458260 651 | 
| 0,5797 0,0400579 691 | 
Saccharose a cele. a , 
0.7108 0,0475362, | 6,68 | 6,89 104.6 
BO?) — 7490: 4 
0,664 0,0471883 | 7,09 | 
ee eee 0.5586 0,0373623 6,68 
saccnarose 
net 0.4883 O0.0349854 7,16 6.96 106 
OY /o ee sna ey 
is 0,670! 00477391 7,12 
epennee Ser eneaanns Sennen 
— 0.5756 0,0392173 | 681 | 
Glukose | _ 
0.4699 0,0319130 | G.zo | 6,76 102,7 
60% : ) a 
ree 0),7429 0,0502818 ) 6,76 | 


Einflu8 einer 80°/oigen Saccharoseldsung. 


Versuch IIL. 


dauerte 5 Tage bei Zimmertemperatur. 


Der Versuch 

















Menge In Pro- | In Pro- 
| der Fiweif-N |zenten der Durch- |zenten ( 
| Trocken- | Trocken- | gehnitt | Kontr 
| substanz o | substanz | ort 
5 I 
‘ xt = - ~~ f € lent @) ~ > : | > > 
pt O,d965 0,0367825 6,16 | 6,16 100 
Saccharose 0,498 0),0298260 6,51 | 
0.5428 00369765 68 | 6,66 108, 1 
X1)9), ra main ieee 
0.5636 0.0377101 6.69 | 
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Versuch IV. 
Einflu8 der Temperatur und der Versuchsdauer auf die 
Endotryptasearbeit in einer 100°/oigen Saccharoselésung. 


eee a 











Dauer] |. | Menge In Pro- In Pro- 
| lem- der Eiweif-N zenten der Durch- zenten det 
Ver- | peratur Trocken- _ Trocken- 'gehnitt, Kontroll- 

suchs | substanz g substanz portion 

0.7085 | 0,0457796 6,46 
Kon- | (0.5623 0,0376521 6.69 
ave. 0.534 0,0349275 6.54 
troll- | “* . 6.58 100 
| | 0.5686 | 0,0379999 6.68 
|portion; _._..., | eee em 
| 0.5431 0.035971 6.62 
0.7032  0,0458260 6.51 
Zimmer- 0.5586 | 00373623 6.68 
. tem- 0.4883  0,0349854 7,16 6,98 106 
~  -peratur|Saccha-} 0,6701 | 00477399 7,12 
0.4894  0,0344057 7,03 
ee 2)—33°2 rose 0,6152  0,0436811 7,1 - 7,07 107,4 
0,4742 | 0,0337101 7,1 
a 00 9 we we a 
Zimmer- 100" /0 0,656 | 0,0424057 6,46 
tem- 0.6144 | 00411304 6,69 6,65 101 
peravar 0,6245 | 0,0425796 «6,81 











In allen diesen Versuchen ist der Zuwachs der Eiweil}- 
-tolle sehr gering, wahrscheinlich weil das Zymin sehr reich 
in Kiweibstoffen ist. Die Menge anderer Stickstoffverbindungen 
ist nicht groB. 

Versuch V. 














Menge In Pro- | 





| Durel In Pro- 
der | N zenten der} VUrCh- siiaiiicanci 
Trocken- Trocken- | gehnitt |. . 
a oer, ee ae Gesamt-N 
substanz g substanz : . 
0.2786 | 0,0226956 8.14 
imt-N 0,3367 | 0,0283768 8,42 8,36 | 100 
0.3868 | 0.0329854 8,52 | 
0,388 | 0,0262608 6,76 
eif-N 0.3122 | 0,0222086 11 6,95 $3,1 


7 
0.4295 =| O.O300869 7.00 









T. Gromow, 

























Hier ist zu bemerken, dab nur ungefahr 17°/o0 Nichteiwej- 
stoffe vorgefunden wurden. Man sollte natiirlich erwarten. 
nach dem Zusatz von Stickstoffverbindungen eine griéBere |)- 
weibstoffmenge zu finden. In den Versuchen aber ist das Um- 
gekehrte zu konstatieren. 


Versuch VII. 


Kinwirkung des weinsauren Ammoniaks auf die Arjeit 
der Endotryptase in einer 80°/oigen Saccharoselosung. 

















Menge | | In Pro- In Pro- 
on der | Eiweif'-N /zenten der Durch- zenten det 
| Trocken- | | Trocken- | gchnitt | Kontroll- 
| substanz | g | substanz | portion 

0.7085 | 0,0457796 | 646 | | 

aa 0.5623 00376521 | 6,69 | | 
on roll- - ss) 9f/Q0752 aH 
| UGS . lip _ 6.58 100 
portion 0.9686 03799999 | 6,68 | 
0,543 | 0,035971 | 662 | 
0,7032 00458260 | 6,51 
, 0.5797 0,0400579 691 | 
Saccharose is peaies ai | ; 
0.7108 0,0475362 | 6.68 | 6.89 104,56 
8 . 1a PP ‘a Os es | | 
dla 0,664 | 0,0471883 | 7,09 | 
Saccharose | 0.6601 | 0,0414492 | 6.27 | 
ba 9 f eo ~ releeR , « | ‘ ’ wd 
oe | 7616 0.0486666 | 639 | 636 | 969 
+ 2° oAmmon.; ian item ee 
tartaric. | 0.5975 | 0,0885217 | 6,44 | 
— 0.8016 0,0507825 6,33 
( 0 j | 
+ 2°/o Ammon. 0.6294 00384347 | 6,1 6,15 93,7 
— 0,555 0,0335362 6,04 
— Cat Me 
d 


Dieser Versuch zeigt, dai der Zusatz von weinsaurem 
Ammon zu der Saccharose keinen Eiweifstoffzuwachs hervor- 
ruft. Im Gegenteil begiinstigt dieser Zusatz den Eiweifzertall. 
























oflaB einer starken Zuckerkonzentration auf die Arbeit usw. 9] 


Versuch VIII. 


Kinwirkung des Kalisalpeters auf die Arbeit der Endo- 
ptase in einer 100°/oigen Saccharoselosung. 
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Menge | | In Pro- | In Pro- 
eee ee 
substanz | g | substanz portion 
_— 0,445 | 0,0294202 6,61 | 
0.498 | 00357970 718 | 679 | 100 
en 0.5905 00389854 | 6,06 | 
Saccharose | 9.666 | 0,0448985 | 6,74 | | 
wre) 0.5862 | 0,0400869 | 6,83 | 689 | 100 
valpeler | 0.6422 «| 00436811 | 68 | | 


t ! 


In diesem Versuche sieht man weder Zuwachs, noch Zer- 
-tzung der Eiweibstoffe. 

Ungefahr in allen Versuchen kann man entweder ein 
volliges Authéren der Selbstverdauung der Eiweibstoffe oder 
sovar eine EiweiBbildung konstatieren. Wenn auch diese Kiweib- 
bildung sehr gering ist und nur ein Geringes den Bestimmungs- 
‘chler zwischen einzelnen Analysen tbersteigt, so weist sie 
loch auf die Moéglichkeit einer fermentativen Eiweifbsynthese 
iin. Zaleski!) hat bei seinen Untersuchungen tiber die Kiweib- 
bildung in reifenden Samen auch gefunden, dai die Eiweib- 
bildung zu den reversiblen enzymatischen Reaktionen gehort. 


‘ Zaleski, Berichte d. botan, Gesellschaft, 1905, S. 126. 




































Uber die vermeintliche Identitat von Pepsin und Chymosin. 
Von 


Sigval Schmidt-Nielsen. 





(Aus dem med.-chem. Institut Upsala. Prof. Hammarsten.) 


Der Redaktion zugegangen am 24, April 1906.) 


Da im Tierreiche, so weit die Verhiltnisse bekannt sind, 
der Magensaft neben einer peptischen regelmafig auch eine 
milchkoagulierende Wirkung entfaltet, und da ferner der Sinn 
einer Absonderung von einem besonderen milchkoagulierenden 
Enzym in den Magen solcher Tiere, Fische u. a., die niemal- 
Milch geniefen, nicht zu verstehen ist, kann man sich eigentlich 
nicht verwundern, wenn wiederholt die Ansicht auftaucht, dal 
es hier nicht um zwei verschiedene Enzyme, sondern vielmeli 
um zwei verschiedenartige Wirkungen eines und desselben 
Enzyms sich handle. 

Fiir eine solehe Ansicht, welche zuerst von Nencki und 
Sieber(!) und Pekelharing(?) ausgesprochen wurde, ist in den 
letzten Jahren namentlich Pawlow(*) und seine Schiiler ins 
Feld getreten. 

Wiithrend Nencki, Sieber und Pekelharing sich dic 
Sache so vorstellen, als wiire das proteolytische Magenenzym 
mit zwei nach Art der «Seitenketten» unabhangig von einande! 
wirkenden Gruppen, niimlich einer milchkoagulierenden und eine! 
peptonisierenden, versehen, und wiihrend sie also eigentlich 
nicht die Selbstiindigkeit der beiden Enzymwirkungen leugnen, 
formuliert dagegen Pawlow auf Grund seiner mit Parastschuk 
zusammen ausgefiihrten, im Jahre 1904 verdéffentlichten Unter- 
suchungen seine Ansicht dahin, daB es tiberhaupt keine sell- 
stiindige Labwirkung gebe, und da’ die Milchgerinnung al- 
eigentlich nur eine Art Pepsinwirkung sei. Pawlow und Pa- 
rastschuk. stiitzen ihre Ansicht auf zahlreiche Versuche mi! 









ber die vermeintliche Identitaét von Pepsin und Chymosin. Ps 


chem Hundemagensaft, in welchen sie eine regelmifige 
elitit zwischen milchkoagulierender und peptonisierender 
skeit des Magensaftes beobachteten. Kurz nach dem Er- 
en der Pawlowschen Arbeit, die iibrigens durch einen 
ig in Helsingfors im Monat Juli 1902 den Naturforschern 
nt wurde, hat jedoch Bang (*) hervorgehoben, dali die von 
ow mit Hundemagensaft ausgefiihrten Koagulationsversuche 
hindeuten, daf} es in ihnen um das von Bang entdeckte 
hyvmosin sich handelte und dafi Pawlow somit niemals 
. Vergleich von Pepsin mit typischem Chymosin angestellt hat. 
iiegen die Pawlowsche Auffassung haben sich weiter 
. impf(®) und Hemmeter(") ausgesprochen. Schrumpt 
is Schweinemagenprebsaft durch Cholesterinfallung eine 
snljsung dargestellt, die Eiweils kriaftig verdaute, ohne zu 
Da seine LOsungen indessen konstant nach 3—4 Stunden 
z unwirksam wurden, kOnnen seine Versuche fiir diese 
keine Beweiskraft tragen. Hemmeter sah, dafi mensch- 
Magensafte trotz Pepsinwirkung nicht labten, und weiter 
er an, daB durch Immunisierungsversuche eine weitere 

; fiir die Nichtidentitét sich gewinnen 1abt. 
Endlich hat Sawjalow(’) sich der unistischen Auffassung 
»ws angeschlossen, indem niimlich auch er die Existenz 
es selbstandigen Chymosins leugnet und die milchkoagulierende 
>-uschaft der Magensiifte ausschlieflich dem Pepsin zuschreibt. 
in einer Parallelitét der beiden Wirkungen glaubt Saw- 
auch in seinen Untersuchungen iiber die Geschwindigkeit 
-nzymwirkung bei verschiedenen Enzymkonzentrationen 
“tiitze fiir die unistische Auffassung gefunden zu haben 
iesem Standpunkte erklirt Sawjalow die Chymosin- 
ng als eine peptische Digestion, «eine maskierte Verdauung 

seins 

Da ich seit zwei Jahren mit einer Untersuchung iiber die 
ition von Caseinlésungen sowohl mit Saure allein wie 
» beschiiftigt bin, mubte ich natiirlich auch Stellung zu 
rage nehmen, ob das Pepsin und Chymosin zwei ver- 
ne Enzyme seien oder nicht, und aus dem Grunde mubite 


n hieritiber einige besondere Untersuchungen ausfiihren 





































Sigval Schmidt-Nielsen. 






































Da diese Untersuchungen einen selbstindigen, ale. 
schlossenen Teil meiner Arbeit darstellen, sehe ich keinep 
Grund dazu, die Verodffentlichung derselben bis zum Absel)ly) 
der ganzen Arbeit aufzuschieben. In der jetzigen Lage diese, 
Enzymfrage scheint mir eher eine direkte Aufforderung zy; 
baldigen Veroffentlichung meiner Versuchsresultate zu lievep, 
indem dieselben nimlich mit den Ansichten von Pawlow und 
Parastschuk und Sawjalow nicht zu vereinbaren sind, wiihrend 
sie dagegen die Richtigkeit der alten Ansicht, derzufolge dic 
Chymosinwirkung eine selbstandige Enzymwirkung ist, nach 
meiner Meinung sicherstellen. 

Bevor ich zu der Besprechung meiner eigenen Versuche 
iibergehe, will ich jedoch erst einige dltere, meistens unhe- 
kannte oder iibersehene Beobachtungen in Erinnerung bringen 





Seit den grundlegenden Untersuchungen Hammarstens 
betrachtet man als ftir das Chymosin charakteristisch, daf} es 
die Fiihigkeit besitzt, Milch oder Caseinlésungen bei gegen Lackmus 
neutraler oder wohl richtiger amphoterer Reaktion zur Cerin- 
nung zu bringen, d. h. das Casein in einen neuen Stoff, das 
Paracasein, umzuwandeln. Ftr das Pepsin ist es dagegen 
charakteristisch, dab es bei neutraler Reaktion auf Eiweif, also 
auch auf Caseinldsungen oder Milch, unwirksam ist, wiihrend 
es dagegen bei saurer Reaktion seine bekannte proteolytische 
Fihigkeit entfaltet. 

Nun hat bekanntlich Hammarsten(§) Chymosinlésungen 
dargestellt, welche in neutraler Fliissigkeit eine kriiftige Lub- 
wirkung entfalteten, wiihrend sie bei saurer Reaktion ich! 
peptisch wirkten, trotzdem sie weder Chlormagnesium (wie 
Pawlow vermutet) noch andere bekannte, die Pepsinverdauung 
stérende Verunreinigungen enthielten. Auf der anderen ‘cite 
hat er ferner auch gezeigt, dab man durch Erhitzen eines saure!! 
kiinstlichen Magensaftes einige Tage bei Kérpertemperatur cine 
saure Pepsinlésung erhalten kann, die EiweiB kraftig verdaut. 
nach der Neutralisation dagegen keine Labwirkung (oder nur 
eine geringe) ausiibt. Diese seine Beobachtungen beziehen sic! 
auf die Enzyme des Kalbsmagens, und da Pawlow nur mi 
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emagensaft gearbeitet hat. kann man sich fragen, ob nicht 


ht die Verhdltnisse beim Hunde anders als beim Kalbe 
Man kann aber noch weiter gehen und die Frage stellen, 
von Pawlow beobachtete koagulierende Wirkung des 
emagensaftes auf Milch tberhaupt eine reine Chymosin- 
ng war. Schon in den alten Untersuchungen Ham- 
tens(*) wird namlich behauptet, dab dem Pepsin bei 
Reaktion, unabhangig von dem Chymosin. eine selb- 
milchkoagulierende Wirkung zukommt. 

In Malys Jahresberichten, Bd. II, 1874, referiert Ham- 

‘en seine in der schwedischen Sprache erschienene Arbeit: 
lie Milchgerinnung und die dabei wirksamen Fermente 
Magenschleimhaut»>. Nachdem er auf die sehr energische 
erende Wirkung, die seine Magenfermente bei saurer 
n auf die Milch entfalten, aufmerksam gemacht hat, 
» er, daB seine in oben angegebener Weise durch Erhitzen 
zestellten labfreien (sauren) PepsinlOsungen «die Milch noch 
rasch koagulieren», und summiert seine Erfahrungen 
folgenden sperrgedruckten Satze: «Obwohl das Pepsin 
er neutralen Fliissigkeit ganz ohne Einfluf{ auf die Milch- 
)  ; ing ist, kann man ihm also in saurer LOsung eine der- 
| ‘ze Wirkung nicht ganz absprechen-. Infolge der Knappheit 
| - Referates in der deutschen Literatur hat man diese An- 
ersehen oder jedenfalls nicht als einen entscheidenden 
s fiir die milchkoagulierende Wirkung des Pepsins be- 
1 kKonnen. Da man allgemein der Meinung ist, dab das 
-in bei saurer Reaktion viel kraftiger als bei neutraler 
konnte man namlich wohl denken, daf, trotzdem kein 
r & -in durch Koagulationsversuche bei neutraler Reaktion 
hweisen lie}, doch kleine Chymosinmengen zuriickge- 
waren, welche AnlaS zu der Koagulation in saurer 
~gkeit gaben. Diesem Einwande ist indessen in der schwe- 
Originalarbeit Hammarstens entgegnet worden, indem 
Besprechung eines hierher gehGrenden Versuches S. 8&1 
Man wird vielleicht den Einwand erheben, dai. da das 


besten bel saurer Reak 1On WIrkt. das ietztere in diesem 
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Falle nicht vollig zerstort worden, sondern in so geringer Meng, 
in der Lésung zugegen sei, daf es trotz volliger Unwirksamke;; 
in der neutralen Mischung doch bei saurer Reaktion eine Koa- 
gulation hervorrufen kénnte.» Nachdem er das unberechtigte 
eines solehen Einwandes besprochen hat, sagt er dann: «Diese, 
Kinwand wird jedoch noch besser durch einen Kontrollversuc}; 
mit derselben Milch unter sonst gleichen Verhiiltnissen wider- 
legt». Der Versuch war, kurz referiert, folgender Art: Eine 
saure Mageninfusion war durch Erwiirmen wiahrend 48 Stundey 
dermaben chymosinarm geworden, daf sie nach Neutralisation 
die Milch (im Verhalten 1 zu 5) erst in 6 Stunden und 10 M- 
nuten koagulierte. Durch Zusatz von Salzsaure wurde die 
neutrale Lésung auf den Sauregrad 0,1°/o gebracht, und sie 
koagulierte nun die Milch in 12 Minuten, wobei durch Kontro|/- 
versuche gezeigt wurde, dab hier nicht eine Saurewirkung allein 
vorlag. Eine andere, pepsinfreie Lablosung mit Wasser s 
weit verdiinnt, dafi sie bei neutraler Reaktion dieselbe Milch 
erst nach 45 Minuten koagulierte, wurde ebenfalls auf den 
Siiuregrad 0,1°/o gebracht; sie koagulierte die Milch in 20 Mi- 
nuten. Die Gerinnungsbeschleunigung durch Séure war also 
unverhiltnismébig viel starker mit der pepsinreichen, fast cliy- 
mosintfreien, als mit der chymosinhaltigen, pepsinfreien Losung. 
und dies spricht seiner Meinung nach entschieden dafiir, (a 
das Pepsin in saurer Losung eine milchkoagulierende Wirkung lia! 

Wenn aber dies der Fall ist, so kann man_ natiirlic! 
den Pawlowschen Untersuchungen, welche mit einer Milch- 
enzymmischung, die mehrere Zehntel pro Mille Salzséure eut- 
hielt, ausgefiihrt sind, keine Beweiskraft fiir die Frage, ob Pepsin 
und Chymosin identische Enzyme sind, beimessen. Pawlo% 
hat niamlich nur die eiweifiverdauende Wirkung des saure! 
Magensaftes mit der milchkoagulierenden Wirkung des ebentais 
sauren Saftes verglichen, und dabei eine vollstindige Paralle!iti 
gefunden, was ja unter dieser Voraussetzung ganz selbsiver- 
stiindlich, aber gleichzeitig als Beweis fiir die Identitat vor 
Lab und Pepsin hinfiillig ist. 
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Wenn wirklich Chymosin und Pepsin identische Enzyme 
-ollte man natirlich unter verschiedenen Versuchsbeding- 
eine Parallelitat zwischen Milchgerinnung und Ejiweif- 
konstatieren k6nnen 
modglich sein, durch besondere Eingriffe nur die eine und 
auch die andere Wirkung zu vernichten. Dies ist indessen 


und vor allem sollte es dann 


den oben erwiihnten alten, von spiteren Forschern be- 


ten Angaben Hammarstens wohl mdglich, indem es niim- 
lurch Erhitzen auf Korpertemperatur gelingt, saure Magen- 


in einigen Tagen derart zu veriindern, dali sie nach der 


‘ralisation kaum mehr normale Milch zum Gerinnen bringen, 
lem sie vor dem Erhitzen nach Neutralisation so kriiftig 


daB die neutralisierte LOsung nach Verdiinnung auf 
Ofache Volumen doch Milch in dem Verhiltnis 1:5 bei 
im Laufe von 1 Minute zur Koagulation brachte, und 


‘jem daB sie nach dem Erhitzen fortwiahrend Eiweif kriiftig 


) oY ‘ 
tuten | De 


S. 100 ff.). 


Von dieser Erfahrung ausgehend habe ich nun mit Salz- 


angesiuerte Infusionen auf Kalbsmagen so lange bei 


“) erhitzt, bis ihre labende Wirkung dermafen herab- 


worden, daf die Infusionen nach erfolgter Neutralisation 
io-Lauge die Milch in dem Verhiltnis 1:5 bei 38—40 C. 
etwa 


+—6 Stunden zur Gerinnung brachten. Diese er- 


sehr schwach labende Infusion kénnen wir mit A_ be- 
len. Ein anderer Teil derselben sauren 


Infusion. der 


‘ erwirmt worden war, wurde ebenfalls mit derselben Lauge 


neutralisiert und danach stark verdiinnt, 
unter genau denselben Versuchsbedingungen wie A die 
ie Milch in etwa derselben Zeit zur Gerinnung brachte. 
verden diese verdiinnte Infusion als B bezeichnen. Die 
LOsungen A und B wirken also bei neutraler Reaktion 
‘ir gleich rasch auf Milch und enthalten dementsprechend 
ieselbe Menge Chymosin. Vorausgesetzt nun, dafi diese 
LOsungen nur ein einziges Enzym enthielten, welches 
der caseinkoagulierenden Wirkung bei neutraler wie 
eijverdauenden Wirkung bei saurer Reaktion fahig wire, 
te man dann zu erwarten, wenn man die beiden Los- 


Lackmus SO 
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ungen auf denselben Séuregrad brachte und dann unter sy. 
gleichen Verhaltnissen teils auf Milch und teils auf Fibrin ej,). 
wirken lieh? Natiirlich miibten beide die Milch bei saypo, 
Reaktion in ungefahr derselben Zeit koagulieren und sie mii{i{e, 
das Fibrin mit etwa derfselben Geschwindigkeit verdauen. 
Wenn aber diese Voraussetzung nicht zutraf, wenn yie- 
mehr die eine Losung, z. B. A, ungemein viel kriftiger verday;, 
und auch viel rascher die Milch zur Gerinnung brachte als dic 
andere, Lisung B, so war es nicht linger moglich, an ej), 
Identitat von Pepsin und Chymosin zu denken, und gleichzeit): 
war ein beweis fiir die Existenz eines zweiten, bei saure 
Reaktion wirkenden milchkoagulierenden Enzymes in dies 































Infusionen geliefert worden. 
Nach diesem Prinzip habe ich nun meine Versuche ap- 
geordnet. Ehe ich auf ihre Ergebnisse eingehe, muf ich jedo 
die Details der Versuchsanordnung ein wenig naher besprechen 
Der frische Labmagen von Saugkélbern wurde ersi 1 
Wasser genau abgespiult, bis die Schleimhaut ganz frei y 
sichtbaren fremden Partikeln war. Dann wurde von den Fait: 
des Fundusteiles des Magens die Driisenschicht mit einem [r- 
glase abgeschabt, in der 10fachen Menge Salzsiiure von 5 
fein zerteilt und tiber Nacht kalt hingestellt. Dann wurde mi 
dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und filtriert. Die = 
gewonnene Infusion wurde nachtriglich mit dem gleichen \\- 
lumen 2,5°%/ooiger Salzsiure verdiinnt und in zwei Portione! 
geteilt. Die Hauptportion wurde im brutschrank bei eine: 
Temperatur von ca. 40—42° C. 1—3 Tage erhitzt, wiilrend 
gleichzeitig die andere Portion als Kontrollprobe (Vergleichis- 
fliissigkeit) bei O° hingestellt wurde. Von der erwiirmten !’ro)) 
wurden von Tag zu Tag kleine Proben herausgenommen, 11a! 
dem Abktihlen genau neutralisiert und auf ihre labende | ili: 
keit gepriift. Wenn die letztere hinreichend herabgesetzt wai. 
ging ich zu den eigentlichen Versuchen itiber. Es wurde zt vet 
Knde einerseits die erwiérmte Infusion und anderersei!s “i¢ 
Kontrollportion in genau derselben Weise mit derselben 
Natronlauge durch sorgfiltige Titrierung gegen Lackmus 
tralisiert. Die Kontrollinfusion (also die nicht erwarmte) wil 
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Wasser (1:200 bis 1: 800 fiir ver- 
lene Infusionen) verdiinnt, bis sie unter ganz denselben 


mit destilliertem 
Verhiltnissen wie die erwirmte, neutralisierte Infusion die Milch 
)» etwa derselben Zeit wie diese koagulierte. In dieser Weise 
en, dem oben Gesagten entsprechend, die beiden (S. 97) 
sedeuteten Versuchsfliissigkeiten A und B erhalten. 
Beziiglich der Koagulationsversuche mache ich auferdem 
iriicklich darauf aufmerksam, dafs sie in allen Serien in 
enau derselben Weise ausgefiihrt sind. Zu jedem Versuche 
len Je 10 ccm Milch und 2 cem der zu priifenden Infusion 
ndet. Die angewandte Milch war frische, ein paar Stunden 
Vollmilch. In jedem einzelnen Versuche wurden erst in das 
rwendende Probierrdbhrchen die genau abgemessenen 2 ccm 
Lnzymiosung eingefiihrt, danach die abgemessenen 10 cem Milch 
nmal hineingegossen, das mit einem Kautschuckstopfen 
verschlossene Rohrchen ein paarmal leise geschiittelt 
das auf 38—40° C. erwirmte Wasserbad hineingestellt. 
uu derselben Versuchsserie gehédrigen Proben wurden hier- 
slichst rasch nacheinander angefertigt und in das Wasser- 
neingestellt, wobei fiir jede Probe die Zeit genau notiert 
Da ein Zusatz von Antiseptika auf die Enzymwirkung 
hemmend einwirken kOnnen, wurde jeder Zusatz von 
absichtlich vermieden. 
; In der nun beschriebenen Weise verfuhr ich auch in 
en Noagulationsversuchen bei saurer Reaktion. Anstatt die 
‘ralisierten Versuchslésungen wieder anzusiiuren, habe ich 
ch vorgezogen, die Milch mit einer entsprechenden Menge 
ire (gew. 0,4 °/o0) zu versetzen, und die saure Milch zu 
ogemessenen neutralen Enzymliésungen  gefiigt. Hierbei 
immer so verfahren, daf die Siure der Milch gleich vor 
\nfange des Versuches zugesetzt wurde. Durch dies Ver- 
, welches unter der genannten Bedingung genau die gleichen 
! te gibt, als wenn man der Milchenzymmischung den- 
e Suuregrad durch Zusatz von saurer EnzymlOsung zu neu- 
Milch erteilt, glaube ich fiir eine und dieselbe Serie gribere 
‘keit erreicht zu haben. 
eiweibverdauende Kraft der Versuchsl6sungen wurde 
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dabei so, daf 1 g des in 1°00 Salzsiure aufgequollenen 


(ianze auf den Séuregrad 1°/o0 gebracht. Als Mab fiir die ye; 


des Fibrins bei Zimmertemperatur erforderliche Zeit benuty 
Zuweilen habe ich jedoch nach einer bestimmten Zeit cic 


der Griitznerschen Skala verglichen. 


nun die Versuchsresultate folgen, indem ich unten die an 5 ye 


vestellt habe. 


Xt 


koagulation diejenige, wo die mit Salzsiure angesiiuerte 
ebenfalls mit einer neutralen Infusion versetzt wurde. 


Versuch I. 


schiedenen Mageninfusionen angestellten Versuche zusammen 


Ich erinnere nochmals daran, dafi die Versuchslésung : 
die erwiirmte Infusion, die Lésung B dagegen die verdiinnte 
Kontrollprobe bedeutet. Als neutrale Milchkoagulation bezeichne 
ich der Kiirze halber diejenige Versuchsanordnung, wo normale 
Milch mit einer neutralen EnzymlOsung, und als saure Milch 
























durch Digestionsversuche mit nach Griitzner (9) dargeste||{ey, 
Karminfibrin bei 1°00 Salzsiuregehalt angestellt. Ich verfy)y 


ind 
darauf sorgfaltig ausgeprebten Karminfibrins genau abgewoger 
und darauf in 10 cem der neutralen Infusion fein verteilt wurde 
Durch Zusatz von 10 cem Salzséure von 2°/oo wurde darauf ds. 


dauende Kraft habe ich gewohnlich die zu volliger Auflisuny 


den verschiedenen Proben vorhandenen Farbenintensitéten nac 
Nach dieser Bbesprechung der Versuchsanordnung lasse jc} 


} 
rh 


Mied 











Lésung A Lésung 1 











7 ‘ | 0 ; ice ; 
Neutrale Milchkoagulation ..| 370 Minuten 3535 Minuten 
Saure | . 44 6 » 215 


Pepsinverdauung. . .... .| 3 Stunden SO Stunde 



















Pepsinverdauung. ..... .| 3—4 Stunden | 80 Stund 


Lésung A Lésung B 
Neutrale Milchkoagulation . . | 420 Minuten | 360 Minutl 
Saure > a [8 . 250 > 
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Versuch III. 

















Losung A Lésung B 
Milchkoagulation . . 300 Minuten 300 Minuten 
. fs) > 2ih) 
erdauung . alae ae 2 stunden 30 Stunden 
Versuch IY. 











Milchkoagulation . 300 Minuten 271) Minuten 


Bae — : trond 2 . ' 
rdauung. Sees eeitts 2 Stunden 356 Stunden 











\ } ‘.. ft. — = ‘ — ' 7 ) nent . 

Milchkoagulation .. 250) Minuten 300 Minuten 
10 te) > 

ar a 5 Stunden 79—S0 stunden 


? 
; 


Auber diesen mehr vollstindigen Versuchsreihen lasse ich 
nige friiher ausgefiihrte Versuche ohne Bestimmung der 
en Verdauungskraft der Losungen hier folgen. Die Ver- 
VI und VII referieren sich zu demselben Safte wie in 


—s) 
~ 
- 
- 
mx 
? 
Fas 
es 


ersuche I. jedoch mit anderen Verdiinnungen un: 


Versuch VI. 











. + , % 
Milchkoagu ati, nNiton { ston 
-LiICIAVUAL ULALLO ' . : A} SOS 30 OS as | | ms SSSSe Ss A 
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Versuch VII. 











Losung A Lisung | 
| . | : . or ee 
Neutrale Milchkoagulation ..{| 250 Minuten = | 270 Minute 

| | 


Saure > o | B'/9 » | 180 


In simtlichen hier mitgeteilten und in mehreren andere; 
Versuchen, deren Wiedergabe hier iiberfliissig sein diirfte, zeigt. 
es sich nun, wie aus den Zahlen deutlich hervorgeht, dal} qj 
Losung A, trotz derselben!) oder einer schwiicheren Labwirkune 
als die Lésung B bei neutraler Reaktion, bei saurer Reak! 
immer einer weitaus kriiftigeren Milchkoagulation fahig wo 
und ebenfalls eine viel kraftigere Pepsindigestion ausiibte. 

Gegen diese Resultate wird man vielleicht einwenden, dai 
die Koagulation bei neutraler Reaktion iiber einen so. langen 
Zeitraum sich hinausgedehnt hat, daB es dabei nicht um ein 
Knzymwirkung, sondern um eine durch spontane Siiuerung er- 
folate Koagulation sich gehandelt hat. Dab dies nicht der Fs 
ist, davon habe ich mich durch Kontrollversuche tiberzeugt. |: 
zeigte sich hierbei, daB sowohl die neutrale wie die mit Sa‘z- 
siiure angesiiuerte Milch mit gekochten Enzymlésungen verse(z! 
(unter sonst denselben Versuchsbedingungen wie in den Hau!- 
versuchen), stets erst mehrere Stunden spiter als die enzyn- 
haltigen Proben gerannen. 

Kin zweiter Einwand von grofer Bedeutung wiire 
dali bei dem Erhitzen der sauren Infusionen keine Vernicl)!inz 
des bei neutraler Reaktion labenden Enzymes, sondern =\i!! 
dessen eine Entstehung von hemmenden Antikdrpern stati ge- 
funden hiitte. Man kO6nnte sich vorstellen, daBi das Pepsi 
wirklich das die Milech bei neutraler Reaktion koagulierend 
Knzym wiire und dal infolge des Erhitzens Antikorper sic) y¢- 
bildet hatten, welche nur bei neutraler Reaktion wirksam wire! 
und also weder die Pepsinverdauung noch die Koagulation 
angesiiuerten Milch verhinderten. Diese Annahme wiire un > 


') Hierzu rechne ich auch Versuche 5 und 7, wo A unbed 
kraftiger wirkte. 
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plausibler, als nach Schwarz(!°) durch Erhitzen einer Magen- 
yfusion AntikOrper des Pepsins angeblich gebildet werden sollen. 
(-l) sah mich nicht veranlaBt, die Richtigkeit der Schwarzschen 
Angabe besonders nachzuprifen, fihlte mich aber verpflichtet, 
auch dieser Méglichkeit besondere Rechnung zu tragen und die- 
selbe durch besondere Versuche zu priifen. Ich teile hier zwei 
soiche Versuche mit. 

Versuch VIII: Von einer nicht erwirmten, neutrali- 
serten Mageninfusion wurde eine Portion mit ihrem 8 fachen 
Volumen einer erwirmten (also unbedeutend labenden), nach- 
viglich neutralisierten Mageninfusion, und eine andere Portion 
mit iurem 8 fachen Volumen einer der erwiirmten, neutralisierten 
[uiusion entsprechenden Chlornatriumlosung verdiinnt. Sofort 

Bereitung der Losungen zeigten sie mit normaler Voll- 

in dem Verhiltnis 2: 10 versetzt eine Koagulationszeit 
nm 18 und 14 Minuten respektive. Nach '/2 Stunde, bzw. nach 
2; stunden wurden neue Koagulationsversuche mit diesen zwei 

ingen angestellt und die Koagulationszeiten waren fort- 
end dieselben. 

Versuch IX: Dieser Versuch wurde in ganz derselben 

e wie der vorige, aber mit einer anderen Mageninfusion und 

anderen Milch angestellt. Die Koagulationszeiten betrugen 

eide Proben sofort nach der bereitung 11 Minuten und 

24 Stunden 10 Minuten. 

Von einer Antiwirkung bei neutraler Reaktion war also 

meinen Versuchen nichts zu sehen, und die Einwendung, 

lie Unwirksamkeit der erwiirmten, neutralisierten Infusionen 

‘-h die Anwesenheit von infolge des Erwiirmens entstandenen 

ukOrpern bedingt sei, kann also als unbegrindet zuriick- 
gewiesen werden. 

Man kénnte nun weiter denken, dai das Chymosin doch 

durch das Erwirmen vernichtet, sondern in eine neue 

ikation umgewandelt worden sei, die bei neutraler Reaktion 
' koagulierend wirkt. Auf diese Moglichkeit werde ich weiter 
zuruckkommen. 

Fir die Beweiskraft der oben beschriebenen Versuche 

s natiirlich gleichgiiltig, ob das Chymosin vernichtet oder 


~* 
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in eine neue Modifikation tibergegangen ist. Meine Versuch 
zeigen namlich, dafi gar kein Parallelismus zwischen der milch- 
koagulierenden Wirkung bei neutraler Reaktion und der Pepsin- 
verdauung bei saurer Reaktion besteht, und dafi folglich yer- 
schiedene Enzymwirkungen hierbei stattfinden. 

Aus meinen Versuchen glaube ich somit folgenden Schjys 
ziehen zu konnen: «Dasjenige Enzym, welches neutrale 
Milch koaguliert, das Chymosin, kann nicht mit dem 
Pepsin identisch sein». 

Friigt man, durch welches Agens die bei Anwendung eine, 
durch Erwiirmen fast chymosinfrei gemachten Infusion bei saurer 
Reaktion stattfindende Milchgerinnung zustande kommt, so hat 
man, soweit ich ersehen kann, an drei Moglichkeiten zu denken. 
Das Chymosin konnte in eine neue, nicht bei neutraler, sondern 
nur bei saurer Reaktion wirkende Modifikation umgewande|! 
sein. Es konnte zweitens das Pepsin und endlich drittens ein 
vorher nicht bekanntes, nur bei saurer Reaktion wirkendes 
Kuzym das wirksame Agens sein. Diese letztgenannie Moglich- 
keit diirfte jedoch erst dann in Betracht kommen konnen, wein 
die zwei ersteren vollstiéndig ausgeschlossen wiiren. 

Die erste Moglichkeit betreffend ist natiirlich zuerst an 
das Bangsche Parachymosin(1!) zu denken, welches ebenfa|!s 
in neutraler LOsung auf normale Milech unwirksam ist. Es wirk' 
dagegen nach Zusatz von kleinen Mengen loslicher Kalksalze, 
und da nun beim Salzsiiurezusatz zu der Milch Chlorcalcium 
sich bilden muB, kénnte die Annahme einer Umwandlung des 
Chymosins in Parachymosin ganz plausibel erscheinen, — |as 
Parachymosin wirkt, wie gesagt, auf neutrale Milch rasch und 
kriftig nach Zusatz von loslichem Kalksalz und zur Priifung 
auf Parachymosin habe ich aus dem Grunde in mehreren Fiillen 
meine erwirmten Infusionen mit Calciumcarbonat  statt mi! 
Alkali neutralisiert. Wenn die so neutralisierten Infusionen in 
dem Verhiiltnis 1:5 mit neutraler Milch gemischt wurden, tra! 
Koagulation bei 38° C. erst nach mehreren Stunden ein. [n 
anderen Fiillen, wo ich mit Infusionen arbeitete, die ich mil 
Natronlauge neutralisiert hatte, wurde die Milch mit Chlorcalciun 
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pis zu 1°00, eine Menge, die nach Bang die Parachymosin- 
wirkung kraftig befordert, versetzt, aber trotzdem fand auch 
hier die Koagulation erst nach mehreren Stunden statt. Meine 
Keobachtungen sprechen also entschieden gegen die Annahme 
einer Umwandlung des Chymosins in Parachymosin infolge des 
Erwiirmens der sauren Infusionen. 

Wenn aber das Chymosin nicht in Parachymosin um- 

cesetzt wird, konnte es vielleicht, wie oben angegeben, in eine 

lere, nur bei saurer Reaktion wirkende Modifikation sich um- 
cewandelt haben. Diese Méglichkeit, wie auch die Annahme 
eines etwa vorhandenen, bisher unbekannten dritten Enzyms 

‘en Mageninfusionen stehen in so naher Beziehung zu der 
Frage von der Wirkung des Pepsins auf die Milch bei saurer 
Reaktion, daB sie passend erst, wenn eine Pepsinwirkung ausge- 
-chlossen ist, zum Gegenstand besonderer Untersuchungen gemacht 
werden dirften. 

Wenn das Pepsin die bei der sauren Milchkoagulation 
wirksame Substanz wire, hatte man bei den fast chymosin- 
‘reien LOsungen, womit ich gearbeitet habe, eine Parallelitit 
zwischen Pepsinverdauung und saurer Milchkoagulation zu er- 

ten. Aus den Daten der Versuche I—V lassen sich indessen 
hieriiber keine Schliisse ziehen, indem niimlich zu den ver- 
schiedenen Versuchen nicht dieselbe Milch und auch nicht zu 
dasselbe Karminfibrin verwendet wurde. Diese Versuche 

sind also miteinander nicht vollig vergleichbar. Aus dem Grunde 
mabe ich auch zur Priifung einer etwa bestehenden Parallelitiit 
zwischen Fibrinverdauung und saurer Milchkoagulation Ver- 
whe angestellt. Die Anzahl dieser Versuche ist indessen so 
und die Schwierigkeiten ihrer exakten Ausfiihrung so 
fro), da ich aus ihnen noch keine bestimmten Schliisse zu 
chen wage. Ich habe jedenfalls keine sicheren Beweise dafiir 
selunden, dafi das Pepsin die bei der sauren Milchgerinnung 
Abwesenheit von Chymosin wirksame oder allein wirksame 
ustanz ist. Fir meine Hauptaufgabe, den Nachweis der Nicht- 
entitat von Pepsin und Chymosin, ist diese Frage!) tbrigens 


~ 


Fiir ihre Lésung ist die spiter folgende Untersuchung iiber da: 
Geschehen bei der <sauren Koagulation» von Bedeutung 
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von so untergeordneter Bedeutung, daf ich sie bis auf weiteres 
als unentschieden beiseite lassen kann. 





Fiir das Chymosin wird es bekanntlich als charakteristisch 
angesehen, da die Koagulationszeiten bei abnehmender Enzyin- 
menge der letzteren umgekehrt proportional sind, so dal das 
Produkt von Enzymkonzentration und Koagulationszeit konstant 
bleibt. Dieses sogenannte Zeitgesetz mu fir Kalberlab in 
dessen Verhalten zu neutraler Milch sowohl fiir kurze, nur 
wenige Minuten, wie fiir lingere, mehrere Stunden dauernde 
Koagulationszeiten als bewiesen angesehen werden. 

Wie das Zeitgesetz fiir das Chymosin bei saurer Reaktion 
sich verhilt, ist meines Wissens nach bis jetzt nicht unter- 
sucht worden. Dies ist ja auch eine schwierige Aufgabe, indem 
sie mit Notwendigkeit die Reindarstellung des Chymosins cr- 
fordert. Das bei saurer Reaktion wirksame Enzym oder (e- 
menge von Enzymen in den Mageninfusionen lat sich in dieser 
Richtung viel leichter untersuchen, indem es durch Erhitzung 
vom typischen Chymosin befreit werden kann. Ich habe nun 
einige Versuche mil erwarmten Mageninfusionen angestellt, um 
einen Einblick in ihr Wirkungsgesetz zu gewinnen. Die Ver- 
suchsanordnung war die oben 8. 99 beschriebene, indem dic 
Koagulationszeit fiir 10 cem Milch und 2 cem Enzymmischung 
bei 38—40° C. bestimmt wurde. Um die Verhiltnisse mog- 
lichst gleich zu machen, wurden statt Wasser gekochte, neutrale 
Mageninfusionen als Verdiinnungsfliissigkeit verwendet. 


Versuch X. 








| 





we | 
Mi | Erwarmte | . = ; | 
Milch a le Gekochte Enzym- ‘Koagulations- 
mit 0,3°%oo} UBC Cann | (neutrale) ll , | 
te iid ‘neutralisierte| “~tkonzentration| zeit | ct 
Salzsiiure| Infusion | Infusion ; | 
= = 
ccm | ccm | ecm | | 
| | | 
10 2 0 1 | 23 Minuten | 23=1 
10 1 1 0.5 135 > Gj <3 
10 05 1,5 0.25 unbestimmbar | 
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Versuch XI. 























‘ich | Erwarmte | Gekoc | 
Milch | = ™s Gekochte, Enzvm- 9 ._| 
| andl dee | zym Koagulations 
0.4%700 gow neutrale |, _ , 
‘~ |neutralisierte : konzentration zeit ct 
Salzsiure| [Infusion Infusion | 
——— a | — 
com | ccm ccm 
— : : 
| 2 | O 1 | 9'/gMin.| 9'/e = 1 
(0 1 | 1 0,5 | 3d >» | 173 =; 
(0 | 0,5 | 1,5 025 |ca.300 >» | 75 = 
| | | 





Diese zwei Versuche zeigen also, dah das fiir Chymosin 
bei neutraler Reaktion giiltige Zeitgesetz fiir das die ange- 
sinerte Milch koagulierende Agens, dies sei nun Pepsin, modifi- 
ziertes Chymosin oder ein neues Enzym, gar nicht Giltigkeit hat. 

Da das Gesetz fiir das reine Chymosin bei saurer Reaktion 
nicht bekannt ist, und da man nicht weil, ob die erwarmten 
sauren Infusionen nur ein Enzym oder ein Gemenge von 
mehreren enthalt, sind jedoch Versuche dieser Art von weniger 
lnteresse und deshalb sind sie auch hier nur mehr beilaufig 
angefiihrt worden. 





Nachdem ich in dem vorigen gezeigt habe, dab das Chymosin 
ind Pepsin nicht identische Enzyme sind, und dai bei saurer 
Reaktion neben dem Chymosin auch ein zweites Enzym (be- 
zichungsweise Enzymgemenge) milchkoagulierend wirkt, welches 
edenfalls anderen Wirkungsgesetzen als das Chymosin bei neu- 
traler Reaktion gehorcht, bleibt mir nur noch ubrig, auf ein 
paar praktische Folgerungen die Aufmerksamkeit zu lenken. 

Es ist von verschiedenen Forschern, so z. b. von Becker(??) 
vorgeschlagen worden, die Empfindlichkeit der Chymosinprobe 
durch Zusatz von Salzsiiure (und zwar 2 ccm Normal-HCl auf 
4) cem Milch, d. h. 0,7°/o0) zu der Milch zu erhdhen. Dies 
Verfahren ist natiirlich fiir alle Untersuchungen, in welchen es 
um eine besondere Priifung auf Lab sich handelt, ganz wert- 
os, Indem man dann, wie oben gezeigt, die Gesamtwirkung 
iindestens zweier verschiedener Enzyme bekommt. 

Wenn die Koagulationsprobe bei saurer Reaktion, z. B. ein- 
ach fir kliniseche diagnostische Zwecke verwendet wird, um die 
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Anwesenheit von Magenenzymen tberhaupt nachzuweisen, so js: 
sie allerdings nicht ohne Wert, aber man muB ausdriicklich daray) 
aufmerksam sein, daf durch die Anwesenheit der Saure die Koa- 
gulationsfahigkeit ungemein gesteigert wird und dadurch zu de 
Annahme gar zu grober Enzymmengen leicht AnlaB geben kany 
Um zu zeigen, in welchem hohen Grade sogar sehr kleine 
Siuremengen die Koagulation der Milch beschleunigen kénne1, 
fiihre ich hier als Beispiele die folgenden 2 Versuche an, di 
ich mit erwirmten und darauf neutralisierten Infusionen an- 
sestellt habe. Die Versuchstabellen diirften ohne weiteres leicl; 
verstindlich sein. 
Versuch XII. 























| 
ee | ee Berechnete | sanlieiic 
Milch | jO1pe Wasser | “nzym- | Salzsdure in |"O*8 avons 
| Salzsiure | | lésung der Mischung zeit 
com com | cem | ecm | */oo in Minuten 
| | | 
9 | 0,5 | 05 | 2 | ca. 0,42 | 3's 
9 | Of | O06 | 2 088 | 5 
9 | os | o7 | 2 | » 025 | 10 
9 02 | os | 2 | » O17 | 42 
Y 0.1 | 0.9 | 2 | >» 0,08 | 280 
9] 0.0 | 1.0 2 | » 0,00 unbestimima 
Versuch XIII. 
Fa | Berechnete |_ 
Milch Polge | Wasser | “eel ‘Salzsiiure in siiecamenenel 
| Salzsdure | | lésung der Mischung zeit 
ccm cem cem | ecm | %/o0 | in Minuten 
Y | 0,5 9) | 2 | ca. 0,42 | ca. 2! 
9 | OF | o6 | 2 | » 0238 3 
Y 03 | O7 | 2 | » 025 » 4's 
) 0,2 0.8 | 2 >» O17 ” 
y 0.1 0.9 | 2 » 0,08 70 
9 00 | 10 | 2 | 0,00 300 


Man ersieht aus diesen Tabellen, da8 schon ein Gelia 
von O,1 bis 0,2° 00 Salzsiure in dem Gemenge die Enzym- 
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ing héchst bedeutend beschleunigt — selbstverstiindlich 


diss 


hselndem Grade bei Anwendung verschiedener Milch 
verschiedenen Enzymlésungen. In meinen Versuchen habe 

nie mehr als bis zu 0.4°oo HCl verwendet. eine Menge, 
he sehr kraftig wirkt, und es ist also leicht ersichtlich, zu 
hen fehlerhaften Schliissen beziiglich der Enzvmmenge man 
inischen Untersuchungen kommen kann, wenn man den 
besprochenen Verhiiltnissen nicht gebiihrende Rechnung 
ind mit angesduerten Milchgemengen arbeitet. 
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Uber die Verteilung der Fermente des Nucleinstoffwechsels, 
Von 


Walter Jones und C. R. Austrian. 





Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns Hopkins-Universitiit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1906.) 


Im Jahre 1878 wies Salomon?) in Muskeln, Pankreas 
und Leber ein Ferment nach, das Xanthinbasen in Freihei 
setzen konnte, und meinte, dafi die so gebildeten Basen durch die 
hydrolytische Wirkung eines Fermentes auf die in den Geweben 
vorhandenen Nucleinstoffe entstiinden. Zwolf Jahre spiter zeigten 
E. Salkowski und seine Schiiler, dafi dieses Ferment in ({il- 
trierten, zellfreien, wasserigen Extrakten von Driisen und Hefe? 
vorkam, daB die Wirkung des Ferments durch die Gegenwart 
von Alkalien verlangsamt wurde und dai das Ferment. nicht 
Trypsin sein konnte, da Trypsin keine &hnliche Wirkung aut 
Nucleoproteide*) hatte. Vor kurzem fand ferner Iwanoff,' 
da mehrere Schimmelpilze (Aspergillus niger und Penicillium 
glaucum) ein Ferment enthalten, das Thymusnucleinsiiure rasch 
hydrolytisch spaltet, wobei Xanthinbasen und Phosphorsiiure 
entstehen; das Ferment konnte nicht Trypsin sein, da es Le- 
latine nicht verfliissigte. Wiahrend also seine Vorgiinger klar 
bewiesen hatten, dafi die Xanthinbasen in den Driisen durch 
besondere fermentative Wirkung entstiinden, fiigte Iwanot! 
der Kette der Beweise das wichtige Glied hinzu, da die -0 
enstandenen Xanthinbasen der Zersetzung der Nucleinsiiure 
ihren Ursprung verdankten. Er nannte das Ferment daher 
‘iuberst folgerichtig «Nuclease». 


') Diese Zeitschrift, Bd. II, 8. 68. 

*) Schwiening, Virchows Archiv, Bd. CXXXVI, S. 444. 
Biondi, Virchows Archiv, Bd. CXLIV, S. 373. 

‘. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S, 31. 
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Wenige Monate spiiter entdeckte Jones,!) daB das Nucleo- 
aroteid der Thymusdriise, von allen anderen Bestandteilen der 
Nriise befreit, enzymhaltig ist und bei Kérpertemperatur unter 
siidung von Xanthinbasen und Phosphorsaure sich zersetzt. 
br: wurde sodann gezeigt, dai diejenige Alkalescenz, die das 
“ptimum der Trypsinwirkung bildete, sehr schnell das in Frage 
sehende Ferment zerstérte. In darauffolgenden Mitteilungen 
ten Jones,?) Partridge’) und Winternitz*) das Vor- 
en der Nuclease in Milz, Nebennieren, Pankreas und Leber 
n und fanden, vorausgesetzt, daBh kein Ferment vorhanden 

war, das sekundér auf die zuniichst gebildeten Xanthinbasen 

: veiter einwirkte (Bedingungen, wie sie bei der Bildung von 
Guanin wahrend der Selbstverdauung von Schweineleber und 
A | -milz gegeben sind), dafi die durch Nucleasewirkung entstan- 


rmyvT? 
{ i 


) denen Xanthinbasen dieselben sind wie die, die durch die Wirkung 
,  siedender Mineralséuren entstehen. Es scheint daher hoéchst 


_ £& ihrscheinlich, daB Nuclease und siedende Sauren die Nucleine 
in denselben Stellen angreifen. 


| Nach den bisher veroffentlichten Tatsachen und nach der 
; grofen Menge igi aterials, das 1 serem Besitze ist, 
Menge Originalmaterials, das in unser Besitze ist 


rile es scheinen, daB die Nuclease ganz allgemein in den 

Driisen der Saugetiere ohne Riicksicht auf die Art verbreitet ist. 
(;ewohnlich sind indessen die Xanthinbasen, die aus den 
— eoproteiden durch Nucleasewirkung entstehen, nicht die 
- gleichen, die man in wisserigen Driisenextrakten findet, die 

. er Selbstverdauung iiberlassen worden sind, weil in den Driisen 
r ndere Fermente vorkommen, die die zuerst gebildeten Basen 
1 weiter umwandeln. So wurden die Aminopurine (Guanin und 
f #% Adenin) in die entsprechenden Oxypurine (Xanthin und Hypo- 
nthin) durch wisserige Extrakte von Kalbsthymus,®) durch 
\ehennierenextrakte vom Schaf und Rind®) und durch Pankreas- 


Proc. of the Amer. Physiol. Soc., 1903. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 101. 

Jones, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 35. 

Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 343. 
Jones und Winternitz, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 1. 
Jones, loc. cit. Bd. XLI. 

Jones, loc, cit. Bd. XLII. 
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extrakte') vom Schwein und Rind?) verwandelt. Soweit ¢ 
nur diese Beobachtungen allein anlangt, ist es nicht notwendi, 
sich eine bestimmte Meinung dariiber zu bilden, ob diese Foy. 
mente, die die Umwandlung der beiden Aminopurine bewirkey 
zwel voneinander verschiedene sind oder nicht. Eine so!-j) 
Notwendigkeit ergab sich erst, als Jones und Winternijt,; 
entdeckten, dafi bei der Selbstverdauung von Schweinemilz wy: | | 
-leber das zuerst entstandene Adenin in Hypoxanthin verwande) 
wurde, wiihrend die entsprechende Umwandlung des Guanins jy 
Xanthin ausblieb. Diese zwei Beobachtungen schienen klar 
und deutlich den von Jones und Winternitz gezogenen Schiliy’ 
zu beweisen, dafi hier zwei verschiedene Fermente in Betracl; 
kommen, die von ihnen «Guanase» und «Adenase» genani 
wurden. Es ist uns vollkommen klar, wie jemand, der dic au! 
die Schweinemilz und -leber sich beziehenden Befunde nich 
glauben wollte, den Beweis bezweifeln konnte, dai die zwei KR 
Fermente voneinander verschieden wiéren; aber wie einer nur 
auf der Grundlage eines solchen Zweifels sogar die Identiti 
der beiden Fermente aussprechen konnte, das ist ein Vorgehen. 
das sich nicht so leicht verstehen labt. 

Man mu im Auge behalten, daf die Schliisse von Jone: 
und Winternitz urspriinglich nicht aus einer Untersuchung 
gezogen waren, die sich auf die Wirkung von Schweinelebe 
und -milz auf hinzugesetztes Guanin bezog, sondern aus cine! 
solehen, in der die Produkte der Selbstverdauung dieser Driisen 
niher erforscht waren, eine Versuchsbedingung, unter der dic 
Guanase, wenn vorhanden, nur ein Minimum von Arbeit zu 
leisten hat und deshalb ihre gro{tmogliche Wirksamkeit ent- 
fallen kann. Andererseits war das reichliche Vorhandensei! 
von Adenase in den Driisen durch ihr Vermogen bewiesen. 
relativ grobe Klengen von hinzugefiigtem Adenin umzubilden 
Da sie aber sehr wohl die Unmdglichkeit einsahen, das yoll- 
kommene Fehlen cines Fermentes streng zu beweisen, i 
da sie ihre allgemeinen Schlufbfolgerungen so verstanden 2U 
1) Jones und Partridge, loc. cit. 


*) In einigen Fallen war die Tierart an den zitierten Stellen | 
namhaft gemacht. 
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-ehen wiinschten, daB sie nicht im mindesten von dem voll- 
-ommenen Fehlen eines der Fermente in den fraglichen Fiillen 
abliingig waren, so schlossen Jones und Winternitz ihre 
Arbeit folgendermafen: 
Wir haben zu zeigen versucht, dab Guanase, Adenase 
nd Oxydase drei voneinander verschiedene Fermente sind, und 
Bedingungen angefiihrt, die der Wirkung eines oder zweier 
-on diesen Fermenten besonders giinstig sind, unter denen aber 
las dritte aufhort, irgend einen bemerkenswerten Erfolg zu 
haben. Wiihrend somit die Unabhéngigkeit der Fermente von- 
einander erwiesen ist, kénnen unsere Resultate natiirlich nicht 
ni der Meinung fiihren, daB irgend eines der Fermente in einer 
ley Driisen vOllig fehlte, oder daB man nicht vielleicht doch 
rch geniigend lange dauernde Digerierungen die Anwesenheit 
n Oxydase im Pankreas und von Guanase in Leber und Milz 
eisen kénnte. Diese Annahme wiirde in der Tat einige der 


inerheblichen Differenzen zwischen unsern und den neuerdings 
n Levene bei der Driisenautodigestion erhaltenen Resul- 
ten erkliren, in welchen die Digestion mehrere Wochen fort- 
vesetzt wurde. 
Freilich stellte Jones spéter fest, dafi Schweinemilz nicht 
eiseste Spur von Guanase enthalt (und wir werden diese 
Feststellung in dieser Arbeit bekraftigen), trotzdem wird man 
einer Betrachtung des zitierten Passus erkennen, dab es 
die Absicht war, als sollte die strenge Formulierung der 
‘sachen irgend etwas dem Befunde hinzufiigen, dafi Guanase 
nd Adenase zwei verschiedene Fermente seien. 
Man mub bedauern, dai Jones und Winternitz (denen 
\inlichkeit der Fermentverteilung im Pankreas des Rindes 
ni des Schweines und in den Nebennieren des Rindes und 
es Schafes vorschwebte) es nicht fiir wichtig genug hielten, 
lierspezies zu nennen, mit deren Milz und Leber sie ihre 
estillate erhielten — ein Versiiumnis, das sich in einer un- 
‘tigen Kritik einiger ihrer Versuchsresultate geracht hat. ') 
Heriicksichtigung der Tierspezies ist aber von fundamentaler 


>~chittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 152. 
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Bedeutung, da Jones!) in einer neuerlichen Mitteilung gez¢), 
hat, dafBy Guanase (ebenso wie Xanthinoxydase) reichlich in de 
Rindermilz vorkommt, aber in der Schweinemilz nicht naci. 
weisbar ist. Diese Beobachtung ist auch nach Schittenhely: 
jetzt nicht ganz unbegriindet, da er zugibt, daB Schweinemi), 
viel rascher und vollstindiger das Adenin als das Guanin wyp.- 
wandelt. Er behauptet indessen, daB Schweinemilz eine gering, 
Menge guaninzerstOrender Wirkung habe, weil bei der Sel}s:- 
verdauung der Driise Guanin durch Xanthin ersetzt wird. Nim: 
man dies als richtig an, so wiirde man zu dem merkwiirdige: 
Schlub geftihrt, dab Jones’ urspriingliche Entdeckung von Guan) 
unter den Produkten der Selbstverdauung der Schweinemiz 
ein Irrtum gewesen wire, ein Irrtum, der uns indessen ay 
sonderbare Pfade der Wahrheit gefiihrt hat. Wir erlauben ww: 
anderer Meinung zu sein. 

Schittenhelm gibt zu, dab die Jonessche Beobachtung 
von der Verschiedenheit der Fermente der beiden Milzen richty 
ist, aber er kann in dieser Entdeckung nichts besonders |i- 
merkenswertes finden, da er selbst friiher gefunden hatte, | 
die Nanthooxydase reichlich in Rindermilz vorhanden isi. 
Hundemilz aber fehlt. Nun griinden sich aber diese Folgeruny 
auf eine einzige Untersuchung, die mit einer Hundemilz angest: 
wurde, welche unter einem Konservierungsmittel tiber anderti: 
Jahre gestanden hatte,?) und unsere Absicht ist, zu zeigen, 
frische Hundemilz sowohl Xanthooxydase enthalt als auch kein 
leicht beobachtbaren Unterschied in bezug auf die in |rag 
kommenden Fermente gegeniiber der Rindermilz zeigt. 

Nachdem Schittenhelm ferner die Ansicht zuriickyz:- 
wiesen hat, dai das merkwirdige Verhalten der Schweinc): 
und Milz nur erklart werden koOnnte, indem man die Exisieuz 
zweier unabhingiger Amidasen annimmt, gibt er dafiir folgenue 
seiner Ansicht nach richtige Erklirung: Es gibt nur ein Ferme. 
aber Adenin ist gegen seine Wirkung empfindlicher wie Guin: 

































') Jones, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 8. 1. 
2) Schittenhelm, Bd. XLVI, 8. 354. 

Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 355. 
Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 151. 
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\ir werden dagegen zeigen, dab in der Hundeleber die Ver- 
iiltnisse gerade umgekehrt liegen. Hier wird regelmibig ein 
vepiltnismébig grober betrag hinzugesetzten Guanins unter den 
-opsehiedensten Bedingungen und mit erstaunlicher Leichtigkeit 
\anthin verwandelt, wihrend die analoge Umwandlung von 
Adenin in Hypoxanthin nur durch lange fortgesetzte Selbstver- 
wang der Driise, und dann nicht einmal regelmafig erreicht 
werden kann. Werden diese Tatsachen zusammen mit der 
ingsten Entdeckung Jones’!) erwogen, daf in der Schweine- 
milz keine Bedingungen vorhanden, die die Wirkung der Guanase 
merklich verzOgern kOnnen, wenn dies Ferment aus einer anderen 
rise hinzugefigt wird, so wird man gezwungen, Guanase und 
ise als zwel unabhiingige Fermente anzusehen, oder wir 
en leugnen, daB tiberhaupt jemals zwei Fermente als von 
ler verschieden nachgewiesen wiiren. 

Spitzer?) und Wiener®) haben in den Geweben, be- 
ers in der Milz und der Leber des Rindes, die Gegenwart 
- Fermentes nachgewiesen, das Xanthin oder Hypoxanthin 
Harnsaiure uberfiihren kann, vorausgesetzt, dali geniigende 
Mengen von Luft*) zugegen sind. Spitzer fand ferner eine teil- 
-e Umwandlung von Guanin und Adenin in Harnsiiure durch 
iermilz und Leber, und Schittenhelm®) zeigte, dali diese Um- 
ung quantitativ erfolgte. Dieses Spitzersche Oxydations- 
ent ist kiirzlich von Burian®) einer genauen Untersuchung 

rworfen worden und «Xanthooxydase» genannt worden. 
Wir haben nun eine ausgedehnte Untersuchung unter- 
men uber die Verteilung der Fermente «Guanase<, « Adenase » 
\anthooxydase» in den Organen verschiedener Siuge- 
und haben gefunden, dafi zwar jede bisher untersuchte 
duzetierart alle drei Fermente enthilt, daf aber die Verteilung 


~ 


Jones, loc. cit. Bd. XIV. 

Spitzer, Arch. f. Physiol., 1899, Bd. LAXVI, S. 192. 
Wiener, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. XLII, 5. 37: 
Siehe Horbaczewski, Monatshefte fiir Chemie, 1891, Bd. ? 


Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8. 251. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLII], S. 494. 
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in den Organen verschieden und fiir jede Art charakteristisch js: 
Wir werden in der vorliegenden Arbeit die Organe des Schweines 
des Hundes und des Kaninchens vergleichend untersuchen yy) 
wir werden sehen, daB somit die chemische Funktion in Betrach: 
kommt, die anatomische Struktur in viel geringerem Mabie « 
bestimmter Faktor ist wie die Tiergattung. So sind z. b. 
histologischen Kennzeichen der Leber vom Hunde, Schyw: 
Kaninchen und Rind im wesentlichen gleiche, aber jede dies 
4 Lebern hat ihre besondere charakteristische Verteilung 4. 
Fermente. Andererseits sind die anatomischen Charaktere \ 
Hundepankreas und Schweinemilz dauberst verschieden, 
diese zwei Driisen haben dieselbe Verteilung der Fermente 


Die Organe des Schweines. 
Die Milz. 

In seinen friheren Untersuchungen hatte Jones unte: 
Produkten der Selbstverdauung dieses Organes Guanin und H 
xanthin gefunden, aber weder Xanthin noch Adenin, In | 
spiiteren Reihe von Forschungen teilten Jones und Winter: 
eine teilweise Oxydation von Hypoxanthin zu Xanthin mit, 
die Verdauung iiber eine lange Zeit fortgesetzt wurde: sie ko 
ledoch hinzugefiigtes Guanin wieder finden und wiesen } 
dali das Auftreten von Xanthin regelmiabig von einer Vermi 
rung von Hypoxanthin begleitet war und deshalb garnicht 
der Veriinderung des Guanins zusammenhing. Trotz einer gr 
Anzahl von Versuchen mit Extrakten dieser Driise hat Jones 
nicht die Gegenwart einer Oxydase nachweisen kOnnen, soda 
Existenz eines solehen Fermentes als normaler Bestandte: 
Schweinemilz verneint werden mu. Nur in einem einziz 
Falle konnte es in Spuren nachgewiesen werden, wihrend - 
Fehlen in Dutzenden von Versuchen beobachtet wurde. \ 
den in Frage kommenden Fermenten enthialt 
Schweinemilz normalerweise nur Adenase. Natiirlic 
weise ist es mOglich, dab Individuen derselben Art kleine l 
schiede im Vorkommen von Fermenten in ihren Organen zeig 
dafiir sprechen verschiedene Resultate, die wir erst kiirz 
beobachtet haben. Dies wiirde das einmalige Vorkommen | 
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von Oxydase, wie oben erwahnt, genugend erklaren, ebenso 
vewisse LUnregelmiabigkeiten, denen wir gelegentlich der 
lytersuchung von Hundeleber begegnen werden. 

In seiner letzten Mitteilung gibt Schittenhelm zu, dab 
~-)weinemilz eine Ausnahmestellung unter den Driisen einnimmt 
vegen der relativen Leichtigkeit, mit der hier Amidopurine in 
Qxvpurine tibergehen. Er raumt ein, dab die Umwandlung 

Adenin mit grober Leichtigkeit vor sich geht, wiihrend 
Guanin nur sehr schwierig angegrilflen wird, behauptet aber, 

trotzdem eine langsame, fermentative Umwandlung des 

mins statthat, da man bei der Selbstverdauung Xanthin, aber 

Guanin findet. Wir wurden mit grobem Vergnigen dem 

tyeten (besonders da diese Frage nichts mit unseren allge- 
nen Schliissen zu tun hat) und so die Diskussion beenden, 
zu unserem bedauern kénnen wir unmdglich solch = ein 
westindnis machen. Es waren in unserem Laboratorium eine 
der verschiedensten Organe der Selbstverdauung unter- 

en und auf die dabei gebildeten Amidopurine untersucht 
len und es war gleichmifig das Fehlen von Guanin und 
in gefunden worden, wiahrend Xanthin und Hypoxanthin 
hgewiesen werden konnten. Als dann auch die Schweinemilz 
sucht wurde, fand sich zu unserer grofen Uberraschung 
unter den Reaktionsprodukten. In der Vermutung, dal 
friiheren Untersuchungen sich vielleicht ein Fehler ein- 
ichen habe, wurden die anderen Organe noch einmal! 
beitet mit besonderer Riicksicht auf das Vorkommen von 

n, doch konnte dieser Korper nicht gefunden werden, 

em Methoden angewandt wurden, die sicherlich seine 

-nwart angezeigt haben wtrden. Dann wurde die Unter- 
ing der Schweinemilz wieder aufgenommen und es fand 
viederum Guanin wie friither. Das Guanin wurde in das 
-aure Salz verwandelt, das charakteristische, makroskopische 

n bildet, dieses in die freie Base iibergefiihrt und deren 

sen mitgeteilt. Da die Resultate in Zweifel') gezogen 

so wurden die Untersuchungen des Organes noch 
wiederholt, aber obwohl die Digestionen unter den ver- 


Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 182. 
Seyler Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. J 
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schiedensten Bedingungen ausgefiihrt wurden und kein Mit, 
unversucht gelassen wurde, die Guanase zu aktivieren, so {¢))! 
doch niemals das Guanin unter den Reaktionsprodukten. !) Joye. 
und Winternitz stellten diese Tatsache, daB Guanin wiilrey: 
der Selbstverdauung von Schweinemilz nicht angegriffen vip: 
fest, als sie es fast fiir sicher hielten, dab sie sich spiiter ode 
friiher gegen die ausgezeichneten und allgemein anerkanntey 
Versuche von Horbaczewski, Spitzer und Wiener wendy 
miiften. Da das jetzt aber durchaus nicht notig ist, sind yw) 























nicht geneigt, irgend einen Abstrich an den Schliissen von Joye; 
und Winternitz zu machen. Unsere Stellung in dieser Fray 
wird durch die folgenden Versuche vollkommen klargelegt werde 
Vor etwa einem Jahre wurden mehrere fein zerkleinert 
Schweinemilzen mit dem D5fachen ihres Gewichtes an Waesse 
und der nétigen Menge Chloroform in ein versehlieBbares Get: 
gebracht und bei Zimmertemperatur unter Ofterem Umschiitte! 
18 Stunden stehen gelassen. Dann wurde die Fliissigkei! 
gegossen und “ Liter davon mit mehr Chloroform bei Korpei- 
temperatur im Thermostaten neun Monate lang in gut vye- 
schlossenen Flaschen sich selbst tiberlassen. Die Masse wurii 
darauf zum Sieden gebracht, tropfenweise mit Essigsiure yer- 
setzt, bis sich ein schwerer flockiger Niederschlag gebildet lutte. 
die klare Fliissigkeit heif abfiltriert und der Riickstand mit heilie: 
Wasser behandelt, das, mit dem ersten Filtrat vereinigt. 
dem Wasserbade bis auf ungefaihr 400 ccm abgedampft wurd 
Da eine kleine Probe der Fliissigkeit mit wenig Salzsiiure keine! 
Niederschlag gab, konnte keine irgendwie betrachtliche Men. 
unzersetzter Nucleinsiiure mehr vorhanden sein. Die ganz 
Masse wurde darauf mit 8 ecm konzentrierter Schwefe!siitii 
versetzt, auf die Halfte eingeengt und 30 Minuten lang gekoclit. 
dann nach dem Erkalten stark verdiinnt, kriiftig alkalisch 
Ammoniak gemacht und es wurden die Xanthinbasen mi 
ammoniakalischer Silbernitratlésung vollkommen ausgefiillt. De! 
Silberniederschlag, gut ausgewaschen, wurde mit Salzsaure ze'- 
setzt und das saure Filtrat vom Chlorsilber auf dem Wasse!- 
bad zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde noch ein 
Bd. XLIV. 


'Y Jones, loc. cit. 
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mit Wasser, zum Schlub, um die letzten Reste freier Salzsaure 
», entfernen, mit Alkohol abgedampft.!) Das nunmehr Ver- 
hieibende léste sich bei 40° fast augenblicklich vollkommen in 
\Wasser bis auf eine geringe Spur flockiger Substanz, die zu 
we fiir eine Identifizierung war, aber nicht die empfindliche 
arhenreaktion des Xanthins mit Salpeterséure und Natronlauge 
Nach Neutralisation mit Ammoniak wurde zur Fliissigkeit 

och weiter soviel davon zugegeben, dab sie im ganzen 2!/z°/o 
\mmoniak enthielt. Der dabei entstehende reichliche Nieder- 
«hiag (der kein Xanthin enthalten konnte) wurde abgetrennt, 
mit 2!/2°/o Ammoniak gewaschen, in eine Flasche gebracht und 
(§ Stunden lang mit 2'/2°/o Ammoniak bei 40° digeriert. Das 
lnveliste, das nun nur noch Spuren von anderen Nucleinbasen 
er Guanin enthalten konnte, wurde abfiltriert, mit 21/2°/o 
\mmoniak ausgewaschen und mit heiber 2! 2°/oiger Natron- 
uve digeriert. Die LOsung wurde von geringen Mengen Phos- 
phaten durch Filtration befreit und dann aus ihr das Guanin 
lurch Zusatz von Essigsaéure niedergeschlagen. Der Nieder- 
sehlag wurde in heifer 5°/oiger Salzsiiure gelést, die beim [r- 
‘en charakteristische, makroskopische Nadeln von salzsaurem 


- # uanin absetzte. Auf Filtrierpapier an der Luft getrocknet, 
| » die Ausbeute 0,450 g, nach dem Umkrystallisieren aus 


ey 2° oiger Salzsiiture unter Zusatz von wenig Tierkohle 
(0410 ¢. Diese vollkkommen weifen Krystalle wurden in die 
‘rele Base tibergefiihrt, die analysiert wurde. 


1302 ¢ verbrauchten 8,04 ccm Schwefelsiure (1 cem = 0.007768 ¢ N 
L049 > 6.21 

Berechnet: Gefunden: 

N = 46,36") 46,19 und 45,99 °/o 


Die Fliissigkeit, aus der das Guanin mit Ammoniak aus- 

gelu.it war, wurde wieder mit ammoniakalischer Silbernitrat- 

sing behandelt und der Silberniederschlag, wie oben be- 

) ariecben, weiter behandelt. Der endliche Riickstand léste sich 
_&£ wiederum spielend in Wasser von 40° und lief nur eine Spur 
ser Substanz zuriick, die zu gering zur Identifizierung war. 
eser Riickstand jedesmal wieder auftrat, so oft die Operation 


Kriger und Salomon, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 350. 
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wiederholt wurde, so ist es mOglicherweise eine Silberverbindung 
oder eine Substanz, die von den benutzten GlasgefiiBen herrijh,, 
Es ist nur eine Spur und jedenfalls kein Xanthin. Eine klejp, 
Menge der Fliissigkeit, die nur Adenin und Hypoxanthin ep). 
halten konnte, wurde nit Pikrinsiiure versetzt, es entstand abe: 
nicht einmal eine Triibung, so dafi das Fehlen von Adenin he. 
wiesen war: und es wurde nun das Hypoxanthin in wobilbe- 
kannter Weise als Nitrat isoliert, das unter dem Mikroski 
vollkommen gleichmabig in Wetzsteinform erschien. 

Die erhaltenen 0,510 g Hypoxanthinnitrat wurden in dj 
freie Base verwandelt und analvsiert. 


0.0975 ¢ erfordern 5,13 ccm Schwefelsiiure (1 cem = 0,007768 ¢ N 
Berechnet : Gefunden : 
N = 41,17°/o 40,87 °/o 


Man kann also nach 9monatlicher Selbstverdauung yo, 
Schweinemilz Guanin finden, wahrend Xanthin fehlt. 


Die Leber. 


Jones und Winternitz haben bewiesen, dah bei 
Selbstverdauung dieses Organes Guanin hinterbleibt, wiihre: 
hinzugefiigtes Adenin rasch in Hypoxanthin verwandelt wird 
das seinerseits durch eine reichlich vorhandene Oxydase weit: 
zu Xanthin oxydiert wird. Schittenhelm!) wiederholt dies 
Untersuchung und obwohl ihm diese Resultate nicht ganz ge- 
niigten, schloB er, da® hinzugefiigtes Guanin grodftenteils un- 
veriindert wieder erhalten werden kann. Wir sind nun in de 
Lage gewesen, die Resultate von Jones und Winternitz 21 
hestiitigen, und kOnnen weiter hinzusetzen, dab bei gentigendem 
Zutritt von Luft wiihrend der Digestion Xanthin weiter zu Harn- 
siiure oxydiert wird. Schweineleber enthaélt Adenase unt & 
Xanthooxydase, aber keine Guanase und unter- §& 
scheidet sich von der Milz nur durch das Vorhanden- 
sein des Oxydationsfermentes. 

Es wird nicht notig sein, hier die Methode genau 2: 
beschreiben, nach der das Guanin aus der Zersetzungsiliis=!g- 


1) loc. cit. Bd. XLVI. 
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sewonnen wurde, da sie sich nicht wesentlich von der 
yen bei der Milz angewandten unterscheidet. Die Digestion 
he fF wurde ohne Luftzutritt 6 Wochen bei 40° fortgesetzt und das 
endlich als salzsaures Salz erhaltene Guanin in die freie Base 
*' Ze yerwandelt und analysiert. 
| 0.1280 ¢ erfordern 7,6 ccm Schwefelséure (1 ccm == 0,007768 g N) 
Berechnet: Gefunden : 
N = 46,360 46,12°/o 

Die Xanthinfraktion wurde nachHorbaczewskis Methode?) 
auf Harnsiiure mit negativem Resultat untersucht und das er- 
naltene Xanthin tiber das Nitrat gereinigt und als freie Base 
inalysiert: 

0.1731 g erfordern 8,2 ccm Schwefelsdure (1 ccm = 0,007768 g N) 
Berechnet: Gefunden : 
N = 36,840 36,81» 

Die Ausbeute von Xanthin und Guanin unterscheidet sich 
nicht wesentlich von der von Jones und Winternitz ange- 
sebenen. Hypoxanthin und Adenin fehlten. 

[ln einem zweiten Versuch wurden 2 | wiisserigen Extraktes 

1 Schweineleber (1:5) 6 Tage bei 40° gehalten und wahrend 
ier Halfle der Zeit ein Luftstrom durch die Fliissigkeit geleitet, 
r vorher eine Waschflasche mit Chloroform durchstrich. Nach 
oben besehriebenen Methode behandelt, wurde zum Schluf 
vine Nanthinfraktion von 0,550 g erhalten. Diese wurde in 
com warmer konzentrierter Schwefelséure geldst und mit 
4) com Wasser verdiinnt. Beim Abktihlen erschienen charak- 
‘eristische Krystalle von Harnsiure, die nach 2stiindigem Stehen 
‘iltriert, mit verdiinnter Schwefelsiiure, Alkohol und Ather 
Zewaschen wurden. So wurden 0,260 g erhalten, die die fiir 
Harnsiure typische Murexidprobe gaben, umkrystallisiert wurden 
ni folgenden Analysenwert gaben: 


: 


L001 ¢ erfordern 4.3 cem Schwefelsiiure (1 cem = 0.007768 g N 
n serechnet : Gefunden: 
oo N = 33,33 °/o 33,36?» 
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Walter Jones und C. R. Austrian, 


Das Pankreas. 


Uber dieses Organ haben Jones und Partridge eine 
hesondere Mitteilung gemacht, in der sie schrieben, dal dupe, 
die Selbstverdauung wisseriger Extrakte Xanthin und Hypo- 
xanthin entstehen, aber weder Guanin noch Adenin, und da: 
zugesetztes Guanin langsam in Xanthin verwandelt wird. Ver- 
gleicht man die Mengen Xanthin und Hypoxanthin, die bei de 
Selbstverdauung des Organes erhalten werden, mit dem Quantur 
Guanin und Adenin, das bei der Hydrolyse des Nucleoproteid: 
mit siedenden Siuren entsteht, so ergibt sich daraus die Apb- 
wesenheit eines oxydierenden Fermentes, das betriichtlicte 
Mengen von Hypoxanthin in Xanthin bei der Selbstverdauung 
hatte verwandeln kénnen. Die in der erwahnten Abhandlun 
heschriebenen KResultate hatten sie mit Organen vom Schwe 
erhalten, die in gleicher Weise mit Organen vom Kinde 
wonnenen Resultate hatten sie nicht der Mihe fur wert 
halten zu verOffentlichen. Nun hat aber in der Folge Schenck’ 
Guanin, aber kein Xanthin unter den Produkten der Selbsi- 
verdauung von Rinds- und Schweinepankreas gefunden un 
wir entnehmen aus seiner Beschreibung, dab er die Driisen 
beider Tierarten vor der Digestion vereinigte. Kurz nach der 
Schenckschen Veroffentlichung hat W. W. Duke in diesem 
Laboratorium eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, um zu 
finden, ob durch Mischung der beiden Driisen eine Wirkung 
der Guanase verhindert werden konnte. Aber seine Resultate 
waren ganz eindeutig, einerlei, in welchem Verhiiltnis er die 
beiden Driisen vereinigte: in kiirzere Zeit dauernden Versuchet 
2—3 Tage) fand sich eine kleine Menge Guanin neben vie: 
Xanthin, wurde die Digestion aber 8—12 Tage fortgesetz!, - 
verschwand das Guanin vollkommen und das Xanthin war 
dementsprechend vermehrt. 

Unsere Versuche, Harnsiiure bei der Selbstverdauung (iese- 
Organes unter Luftdurchleitung zu gewinnen, sind erfolglos 
seblieben. Schweinepankreas enthilt also Guanase unt 
Adenase, aber keine Xanthooxydase. Es_ unterschei' 


' 
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-on der Milz durch die Gegenwart der Guanase und von 
ior Leber sowohl durch das Vorkommen der Guanase als auch 
as Fehlen der Xanthooxydase. 

Hie Versuchung liegt natiirlich nahe, tiber die Guanin- 
sicht der Schweine Hypothesen aufzustellen auf Grund des Fehlens 
er Guanase in Milz und Leber, wir haben aber davon Abstand 
senommen, weil Guanase im Pankreas vorkommt. Der Schweine- 
reanismus enthalt dieselben Fermente wie die anderen Organis- 
men, nur ihre Verteilung in den einzelnen Organen ist anders. 


Die Organe des Hundes. 
Die Milz. 


Mit diesem Organe wurde bisher nur ein Versuch ange- 
stellt. Sehittenhelm hat gefunden, dafi beide Amidopurine 
n Oxypurine verwandelt waren, konnte aber keine Oxydation 
on Xanthin zu Harnsiiure feststellen. Er benutzt diesen Ver- 
ih!) als Beispiel, um zu zeigen, dali dasselbe Organ bei ver- 
-chiedenen Arten verschiedene Fermente enthalten konne, denn 
vilirend hier die Milz keine Xanthooxydase enthielt, ware sie 
reichlich in der Rindermilz vorhanden. Aber Schittenhelm 
hat die Versuchsbedingungen nicht so gewiihlt, dai die Xantho- 
oxydase in den beiden Milzen die gleiche Gelegenheit zur 
Wirkung hatte, wie aus dem folgenden Zitat?) ersichtlich ist: 
Line steril eingelegte Hundemilz wurde itiber ein halbes Jahr 
ig der Autolyse im Eisschrank unterworfen und dann ca. 1 Jahr 
iter Alkohol aufgehoben. Das Endprodukt wurde nunmehr 
‘ein zerkleinert, dureh Kochen mit 2°/oiger Schwefelsiure wie 
Wich aufgeschlossen und die Purinbasen, wie oftmals be- 
urieben, isoliert. Es wurden gefunden 0,18 g Xanthin und 
‘12 g¢ Hypoxanthin. Adenin und Guanin konnten nicht auf- 
setunden werden. Es waren also in diesem Versuch Oxypurine 
us Endprodukte gefunden worden, ganz analog den Befunden 

‘| meinen Fermentversuchen mit Rindermilz. » 
Unsere Experimente unterscheiden sich von diesem Schitten- 
uschen dadureh, dab wir frische Milz von eben getoteten 

Diese Zeitschrift. Bd XLVI, 8S. 355. 
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Hunden nahmen und Luft durch die Digestionsfliissigkeit leitetey 
Unsere Resultate lehren, daf Hundemilz faihig ist, sowohl Guaniy 
wie Adenin in Harnsiiure itiberzufiihren. Zwei Versuche ays 
einer groben Reihe mégen hier angefiihrt werden: 

I. 400 eem wiisserigen Milzextraktes (1:5) werden m); 
0,400 g salzsaurem Guanin versetzt, das in der notigen Menge 
Natronlauge gelést war, und bei Korpertemperatur 6 Tage ge- 
halten und die Hilfte der Zeit Luft durchgeleitet, die durch, 
eine Waschflasche mit Chloroform strich. Chloroform wurde 
von Zeit zu Zeit zur Verdauungsfliissigkeit hinzugesetzt. Die 
Losung wurde dann nach einer kombinierten Methode yon 
Kriiger-Salomon und Horbaczewski, wie oben beschrieben. 
untersucht und es wurden zum Schlub gefunden 0,120 ¢ Harn 
siiure, die die charakteristische Krystallform hatten und typische 
Murexidreaktion gaben. Guanin war vollkommen verschwunde: 
und von Xanthin wurde nur eine kleine Menge wiedergefunden 
Die Harnsiiure wurde mit folgendem Resultat analysiert : 


0.1031 g erfordern 4,4 ccm Schwefelsiure (1 ccm = 0,007768 « N 
Verlangt : Gefunden : 
N — 33,00 ° 0 33,15 °/o 


I]. 250 cem desselben wiasserigen Extraktes von Hunde- 
milz wurden mit 0,250 g Adeninsulfat versetzt, die in der er- 
forderlichen Menge Natronlauge gelost waren. Behandlung und 
Verarbeitung wie oben. Das Adenin war vollkommen_ ver- 
schwunden, dafiir wurde eine geringe Menge Xanthin erhalten 
und 0,110 g Harnsiiure, die durch Krystallform, Murexidprobe 
und Analyse identifiziert wurde. 


0,0941 g¢ erfordern 4,0 ccm Schwefelsiure (1 cem = 0,007768 ¢ \ 
Verlangt: Gefunden : 
N = 33.33% 33,01 %o 


Die normale Hundemilz enthilt Guanase, Adenase 
und Xanthooxydase und unterscheidet sich hierin nich 
von der Rindermilz. 

Das Pankreas. 


rah) 
(yt 


Hinzugesetztes Guanin kann man griBtenteils nach 
Digestion des wiisserigen Extraktes des Organes wiederfinden, 
dagegen wird Adenin unter denselben Bedingungen in [)\ 






ber die Verteilung der Fermente des Nucleinstoffwechsels, 125 




























haben wir noch nicht das voll- 
tommene Fehlen der Guanase durch eine Untersuchung der 
Produkte der Selbstverdauung bewiesen, ebenso wenig haben 

Versuche mit Luftdurchleitung gemacht: da aber Hypo- 


Bisher 





xanthin verwandelt. 


canthin durch die Xanthooxydase immer in Xanthin verwandelt 
wird. auch ohne Luftdurchleitung, so ist der vorlaufige Schlub 
wohl erlaubt, dafi das Pankreas vom Hunde Adenase enthalt, 
aber weder Guanase noch Xanthooxydase. 

Die Leber. 

Die Untersuchung dieses Organes ist von ganz besonderem 
interesse, da sie in direkter Beziehung steht zur Frage, ob es 
wirklich zwei verschiedene Fermente «Guanase» und «Adenase » 
sbt: oder richtiger steht sie in Beziehung zu gewissen Ein- 
wirfen, die gegen die Annahme der Individualitit der beiden 
Fermente gemacht sind. Schittenhelm!') behauptet, dafi die 


5 


eichte Umwandlung des Adenins durch Sechweinemilz (wiihrend 


mianin widerstandsfiihiger ist) daher kommt, nicht weil hier 
e Guanase fehlt, sondern weil die eine Base gegen das Fer- 
ment empfindlicher ist wie die andere; er setzt also not- 
vendigerweise voraus, dafB Adenin empfindlicher ist als 
(iuanin. Die folgenden Versuche wiirden ihn aber ebenso 

zu dem Schlusse fiihren, dafB Guanin empfindlicher 
st als Adenin. 

|. 400 ecem wiisserigen Extraktes von Hundeleber (1 : 5) 
erden mit 0,350 g salzsauren Guanins versetzt, gelOst in der 
tizen Menge Natronlauge, geniigend Chloroform hinzugefiigt, 

Faulnis zu verhiiten, und das Ganze 5 Tage lang in einer 
hiverschlossenen Flasche bei 40° gehalten. Untersuchung 
' Produkte wie gewOhnlich. Das Guanin war verschwunden 
nd das endlich erhaltene Xanthin, 0,170 


=? 


gab folgenden 
vsenwert: 
0.1081 g erfordern 5,1 ccm Schwefelsiure 
Verlangt : Gefunden : 
N == 36,84°/o 36,64 ° 0 
In der Hypoxanthinfraktion wurde mit Pikrinsiiure ein 
“ber Niederschlag erhalten, der bei 270—274° schmolz. Es 


loc. cit. Bd. XLVI. 
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war also nicht gentigend Adenase vorhanden gewesen, um dj 
geringe Menge Adenin aus der Driise zu zersetzen, wiihren: 
die Guanase selbst das in betriichtlicher Menge hinzugesetzt, 
(juanin verwandelt hatte. 

I]. 400 com vom = selben Extrakt wie in I werden mj 
0.350 ¢ Adeninsulfat, gelist in der ausreichenden Menge Natrop- 
lauge, versetzt und wie in | behandelt. Guanin wurde natijp- 
lich nicht gefunden, dagegen in der Xanthinfraktion eine kleine 
Menge Substanz, die die typische Farbenreaktion fiir Nanthiy, 
gab. Die Hypoxanthinfraktion gab mit Pikrinsaure einen reich- 
lichen gelben Niederschlag von Adeninpikrat, der trocken 0,500 ¢ 
wog und bei 279—282° schmolz. Aus dem Filtrate vom Adenin- 
pikrat wurde die Pikrinsiiure mit Schwefelsiiure und Ather 
entfernt und das nun erhaltene Filtrat, mit Ammoniak alkalisch 
gemacht, gab mit ammoniakalischer Silbernitratl6sung keinen 
Niederschlag mehr, enthielt also auch kein Adenin mehr. 

HI. Um jeden EinfluB zu verhititen, den die Alkalescenz 
der Losung etwa ausiiben konnte, wurden die beiden Versuch: 
wiederholt mit dem Unterschiede, dah die Basen als Chlorid 
resp. als Sulfat eingefihrt wurden ohne Zusatz von Alkali 
Der Versuch mit Guaninchlorhydrat gab dasselbe Resultat wie I. 
desgleichen entsprach der Versuch mit Adeninsulfat dem Yer- 
such Nr. I], nur gab nach der Entfernung des Adenins im 
Pikrinsiiure die von der Pikrinséure wieder befreite Fliissigke: 
noch einen geringen Niederschlag mit Silbernitrat und Ammoniak 

IV. Diese Versuche wurden angesetzt wie Nr. I und I! 
nur wurde das Alkali durch den diquivalenten Betrag an Salz- 
siiure ersetzt. Die Resultate waren aber durchaus diese|ben 
wie oben beschrieben, Guanin wurde prompt in Xanthin un- 
gewandelt, Adenin konnte grOBtenteils unverandert wieder- 
eewonnen werden. 

VY. Endlich wurden noch zwei Versuche gemacht wie 
Nr. Ill, aber im selben GefiB, also unter médglichst gleiche 
Bedingungen. Resultate wie in III. 

Alle Xanthinfraktionen dieser fiinf Versuche wurden ver- 
einigt, tiber das Nitrat gereinigt und als freie Base analysie! 
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14 g¢ erfordern 6,2 ccm Schwefelsiiure (1 ccm = O.0U7768 g N 
Verlangt: Gefunden : 
N 36,84 9 /y 36,65 °/o 
Ebenso wurde simtliches Adeninpikrat der 5 Versuche 
reint, in das Sulfat iibergefiihrt, einmal aus 1°/o H,SO, um- 
- #® krvystallisiert und analysiert. 
verloren bei 110° 0.0112 ¢ 


gaben 0,0586 g BaSO, 


- j 1YnsS C 
1200 § 
‘ ’ 

O16 g 


(723 ¢ erfordern 7,7 ccm Schwefelséure (1 com -= 0.007768 ¢ N 


Verlangt: Gefunden: 
HO = 8,91°o 8,83 ° 
H,SO, = 24,25 °%o 24,29 ° 

N = 34,65” 0 34.710 


Wenn man diese fiinf Versuche ansieht, kann man wohl 

SchluB ziehen, dafi Guanase in der Hundeleber reichlich 

rnanden ist und Adenase fehlt. Dem ist auch wirklich so 

das gelegentliche Vorkommen einer kleinen Menge Adenase 

inn nur durch protrahierte Selbstverdauung wiisseriger Extrakte 

zezeigt werden. Unser in dieser Richtung giinstigster Versuch 

der folgenden Tabelle wiedergegeben. Wir gingen von 

2000 com Wasserextrakt aus (1:5) und entnahmen zu den 
zegebenen Zeiten je 400 ccm. 








Niederschlag 
nen | Dauer der Digestion Adenin mit ammoniak. Silber in der 
Hypoxanthinfraktion 





HM) 5d Tage vorhanden keine 
M) - > ganz gering 
HM) Q » zweifelhaft betrachtlich 
11 


+ 


Alle Hypoxanthinsilberniederschliige vereint, wurden aut 
‘reie Base verarbeitet und diese ins Nitrat verwandelt: so 
en 0,025 g erhalten, die die charakteristische Krystallform 
zen und nur eine Andeutung von Farbe bei der Behandlung 
~alpetersaure und Natronlauge gaben. Es war also un- 
haft Hypoxanthin. 


































Walter Jones und C. R. Austrian, 


ALitt 


in Harnsiéure erweisen sollten, resultatlos verliefen, so miisse; 
wir den Schlu8 ziehen, daB die Hundeleber zwar reichlich, 
Guanase enthalt, nur eine Spur von Adenase, abe 
keine Xanthooxydase. 





Die Organe des Kaninchens. 
Die Leber. 


Eine Untersuchung dieses Organes ist aus zwei Griinde 
von Interesse: erstens liefert es ein schlagendes Beispiel fii 
das Vorkommen von Guanase beim Fehlen von Adenase un 
es ist das einzig bekannte Beispiel der Gegenwart von Xantho- 
oxydase, wiihrend Adenase nicht vorhanden ist, und zweiten: 
zeigt es eine andere Fermentverteilung wie die Lebern de: 
anderen untersuchten Tierarten. Es wire zwecklos, hier noch 
einmal die genaue Angabe siimtlicher Methoden zu wiederholen. 
die sich itibrigens im wesentlichen mit den vorherbeschriebenen 
decken, wir teilen also kurz unsere Resultate mit: 

Kingefiihrtes Adenin kann fast quantitativ wiedergefunden 
werden, wiihrend Guanin schnell und vollstandig in Harnsiiure 
verwandelt wird. In Anbetracht der auferst reichlichen Menge 
von Xanthooxydase ist es etwas gewagt, das giinzliche Fehlen 
der Adenase zu leugnen, da, falls ein wenig Hypoxanthin ge- 
bildet wurde, dieses sofort zu Harnsaure oxydiert werden wiirde. 
Merkwiirdigerweise geht bei diesem Organ die Umwandlung 
des Guanins in Harnsiiure ebenso rasch vor sich ohne Luftzutrit! 
wie mit Luftdurchleitung und auferdem auch bei Zimmertempe- 
ratur mit betréachtlicher Geschwindigkeit. Soweit unsere Ver- 
suche sich also erstrecken, enthalt Kaninchenleber Xantho- 
oxydase und Guanase, aber keine Adenase. 

Die auffallenden Unterschiede in der Fermentverteilung 
der Leber der vier bisher untersuchten Tierarten sind in de! 
folgenden Zeichnung graphisch dargestellt; die ausgezogene! 
Linien bezeichnen die Gegenwart eines Fermentes, die punk- 
tierten das Fehlen oder nur spurenhaftes Vorkommen. 
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Rindsleber Schweinsleber 


Guanin Adenin Guanin Adenin 


uanase 
Adenase 
(auanase 


Adenase 


r= 


( 


nsiure €Xanthin € Hypoxanthin Harnséure € Xanthin € Hypoxanthin 


Xanthooxydase Xanthinoxydase 
Kaninchenleber Hundsleber 
Guanin Adenin Guanin Adenin 


Gauanase 
Adenase 
Gauanase 


Adenase 


Harnsiure € Xanthin €Hypoxanthin  Harnsiiure.. Xanthin. Hypoxanthin 
Xanthooxydase Xanthooxydase 


Ks kann also die Rindsleber Harnsiure sowohl aus Guanin 
wie aus Adenin bilden, die Schweinsleber nur aus Adenin, die 
Kaninchenleber nur aus Guanin, wiihrend die Hundeleber weder 
wus Guanin noch aus Adenin Harnsiéure bilden kann. 

Wahrend die hier beschriebenen Resultate meistens auf 

wiederholten Versuchen beruhen und wahrscheinlich keine 
wesentlichen Anderungen mehr erfahren werden, ist es vielleicht 
moglich, daB andere Forscher auf diesem Gebiete nicht in jedem 
vinzelnen Falle zu demselben Resultate kommen werden. Még- 

herweise wird der eine vergeblich ein Ferment nachzuweisen 
suchen, das wir in Spuren gefunden haben, der andere geringe 
Mengen eines Fermentes finden, dessen Fehlen wir konstatiert 

ben: dies wird um so eher geschehen kénnen, als Differenzen 
n einer groBen Reihe von Versuchsresultaten vieler einzelner 
Forscher darauf hinzudeuten scheinen, daf} selbst bei den ein- 
‘einen Individuen derselben Art geringe Unterschiede in der 
rermentverteilung vorkommen kinnen. 





Untersuchungen iiber tierische Leimstoffe. 





















V. Mitteilung. 
Das Verfahren zur Darstellung der Leimstoffe. 
Von 
W. S. Sadikoff. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat in St. Petersburg. 190; 


(Der Redaktion zugegangen am 29. April 19086.) 


Die Leimstoffe werden durch die hydrolytische Umwand- 
lung des leimgebenden Stoffes, des Kollagens, erhalten. Da: 
Kollagen ist sehr verbreitet im tierischen Organismus, es Jilde: 
eine Stiitze fiir alle Gewebe, aber besonders reichlich ist es | 
Stiitzgeweben selbst, wie Knochen, Bindegewebe, Knorpel, Selin 
und Haut, enthalten. Uber seine physikalischen und chemische: 
Kigenschaften ist nur weniges bekannt. Es ist nicht eimma 
festgestellt, ob mehrere Kollagene existieren, oder ob die siimi- 
lichen Kollagene in verschiedenen Geweben einheitlicher Natu 
sind: dieser Umstand ist durch die chemische Passivitiit w 
Unloslichkeit des Kollagens bedingt. Wenn man aber das Aus- 
sehen und die mehr oder weniger leichte Umwandlungsfiihigke'’ 
in Glutin in Betracht zieht, so ist die Existenz von verschiedenen 
Typen des Kollagens oder sozusagen verschiedenen Graden (de! 
Kondensation desselben sehr plausibel. Man koénnte vielleicli 
unterscheiden : 

I. Das hyaline Kollagen der Knochen und Knorpe! — 
eine durchscheinende, elastische, wie geschmolzene Masse, welcli 
keine Kohision und keine Plastizitiit besitzt. Was die (lull 
nierungsgeschwindigkeit betrifft, so sind Knochenkollagen un‘ 
Knorpelkollagen auch in ihrem Verhalten verschieden: das crst 
nimlich leistet dem hydrolytischen EinfluB des Wassers « 
weit groBeren Widerstand. 






























Untersuchungen uber tierische Leimstoffe. V 


ll. Das faserige Kollagen der Sehnen und Haut — eine 
undurchsichtige, plastische (besonders nach der Vor- 
ndlung mit Alkalien) Masse mit sehr grofer Kohiision: !) 
besitzt einen sehr grofben Widerstand dem kochenden 
-ser gegentber. 

Das Fischkollagen gehort mehr zum hyalinen Typus und 
-- durch seine sehr leichte Glutinierbarkeit ausgezeichnet (schon 
1°), Solche leimgebenden Stoffe, die schon bei der Wasser- 
virme sich in Glutin zu verwandeln vermégen. besitzen 
ceringsten Grad der Kondensation und werden am besten 
\nterschiede von echten, schwer glutinierbaren Kollagenen 

- Glutogene bezeichnet. 
Wird das Kollagen in trockenem Zustande der Hitze- 
ing (130°) lingere Zeit ausgesetzt, so verliert es die Féahig- 
ler Glutinbildung: nach dem Zerkochen, welches nur sehr 

. [BE  ~ lower vor sich geht, gibt es keine Gallerte mebr und verliert 

sein Klebevermégen, was wohl durch die Umsetzung be- 
st ist, oder besser durch die ZerstOrung «des leimgebenden 
plexes» in dem Molekiil. 

» & Das Kollagen, besonders das faserige, quillt stark in ver- 
nter Sadurelosung und schrumpft wieder in stirkerer zu- 
uumen. Dieselbe Quellung rufen die schwachen Alkalildsungen 

r. Atzalkalien (KHO, NaHO) zersetzen das Kollagen schon 
| ‘—)" olger Konzentration in der Kiilte unter Entwickelung von 

. #® Ammoniak, Leitet man in stark gequollenes alkalisches Kollagen 
, oder SO,, so schrumpft es zu einem geringen Volumen 

» sammen. Kohlensauren Alkalien (Na,CO,, NaHCO.) gegeniiber 
‘as Kollagen sehr widerstandsfihig: 10° oige Losungen bei 

» ME  *° rufen keine Zersetzung, sogar keine Quellung desselben 

: r. Nach der Alkalibehandlung wird das faserige Kollagen 

. istisch, das hyaline bleibt physikalisch unveriandert. 


» 


Behandelt man die fein zerhackten Sehnen z. B. mit schwache1 
sung, wischt mit kaltem Wasser und schligt mit einem Glas- 
inter Wirbelbewegungen die Masse, welche in einer grofien Menge 
verteilt ist, so kann man sie fast ginzlich in einem Stiick um 
(ihnlich wie es mit dem Fibrin det 


asstab zusammenwinden 
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Erwarmen in schwach alkalischen oder sauren Lisunge, 
zerstort den leimgebenden Komplex der Kollagene vollstiindiy 

Konzentrierten Salzlésungen gegeniiber verhilt sich da. 
Kollagen auch bei 40° indifferent, nur einige rufen geriny, 
Quellung hervor. Von Pepsin wird das Kollagen angegriffey 
und verwandelt sich in Gelatose. Was das Trypsin anbetrit}:, 
so zeigt es den Kollagenen verschiedenen Ursprungs gegeniibe 
verschiedenes Verhalten.') 

Die leimgebende Substanz im Organismus ist von yer- 
schiedenartigen Stoffen innig durchdrungen, wie z. B. von Mineral- 
salzen, Fett, Eiweibkorpern, Mucinen usw. Darum mul} jede; 
Verfahren der Darstellung von Glutin in zwei Teile zerfallen 
1. Reinigung des Kollagens von Beimengungen und 2. Verwand- 
lung des gereinigten Kollagens in Glutin. Die Reinigung kay 
allerdings auch nach der Glutinierung erfolgen. Die weseui- 
lichsten Beimengungen sind Fett und Mineralsalze. 

Die Fettextraktion geschieht entweder durch die Behan:- 
lung von grob zerkleinerten trockenen Knochen, mit Benz: 
Ather, Schwefelkohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff usw., oder da: 
Fett wird mit Alkali verseift. Das vom Fett befreite Mate: 
wird, falls es viel Mineralsalze enthalt (Knochen), mit Hilfe v 
Siiuren «demineralisiert», dabei kinnen Salzsiiure, auch schwei- 
lige?) oder Phosphorsiiure,*) und andere angewandt werden 
Nach der Demineralisation wird das Kollagen durch Waschier 
mit kaltem Wasser von Salzen und Siure befreit und die net 
tral reagierende leimgebende Masse der EKinwirkung von kochiet- 
dem Wasser ausgesetzt, um das Glutin zu erhalten. Zweck- 
Beschleunigung des Glutinierungsprozesses hat man die Druck 
hitze benutzt, um aber mdglichst die Zersetzung des Leime- 
einzuschriinken, Kessel besonderer Konstruktion und Zentriluge’ 
eingefiihrt.+) Zur Beschleunigung der Glutinierung wurden mat 
nigfaltige Mittel vorgeschlagen; einerseits verschiedene verdiinn! 


') Ewald und Kiihne, Z. f. Biologie, Bd. XXVI. 
*) Engl. Patent Nr. 18042, 1902, H. Hilbert; D. R. P. 221, 1445'" 
1903, R. Arens; D. R. P. 221, 79156, 1895, M. Schroeder. 
°) Engl. Patent Nr. 9611, 1900, Th. Lomas. 
*) D. R. P. 221, 145621, 1903, W. Cormack und J. Lowson 
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oder auch starke Séuren,!) besonders schweflige Siiure, even- 

u ‘uel! Sulfite und Mineralsiéuren,?) anderseits das Erwiirmen unter 
Druck in Gegenwart von Alkalien (konz. NH,).%) 

Das Fett kann auch gleichzeitig mit der Glutinierung, 

der gleichzeitig mit der Demineralisation‘) der leimgebenden 

sypstanzen gewonnen werden. 

Kei allen angefiihrten Verfahren geht die Umwandlung 

les Kollagens entweder nur ziemlich langsam vor sich, oder 

-e erfordert die Zuhilfenahme von Druck, Siuren und Alkalien. 


- ZB Wenn schon beim einfachen Kochen mit Wasser in neutraler 
| Lisung das eben entstandene Glutin einer weiteren Verién- 
rung, einer Verseifung*®) unterliegt — und das geschieht viel 
her. als die gesamte Kollagenmasse glutiniert wird —, so 
nimmt dieser Verseifungsprozeh bei Gegenwart von Siituren und 
Alkalien, mogen sie auch nur sehr schwach sein, einen weit- 
sehenden Umfang an. Das auf solche Weise erhaltene Produkt 
-| zum groften Teil veriindert, es biibt seine normalen Eigen- 
<halten ein, welche sich im Verhalten dem kalten Wasser 
segeniiber, in der Kondensationsfahigkeit, im Verhalten gegen 
Saiziosungen und Séure, in Fillbarkeit aus saurer alkoholischer 
sung bei der Neutralisation und endlich in der Gelatinierungs- 
nd Klebefahigkeit fuBern. 

Kei anhaltender Vorbehandlung des Kohmaterials mit 
siuren zwecks Demineralisation geht das vollstandige Entfernen 
ler Siiure nur so schwierig vor sich, dal} auch nach sorgfialtigem 
Auswaschen noch die geringen Siurereste in der kolloidalen 
* ZF substanz bleiben, welche geniigen, um die Verseifungsgeschwin- 

uzkeit des Giutins mit Wasser zu erhohen. Die Neutralisation 

* fe der Sdure mit Alkalien ist nicht zu empfehlen wegen der kolloi- 
‘aien Natur der leimgebenden Stoffe, und ferner aus dem Grunde, 
die Alkalireste noch schwieriger zu beseitigen sind und 
schadlichere Wirkungen bei der Glutinierung ausiiben. Wollte 

'' Borgmann, Die Rotlederfabrikation, Bd. 1, S. 41. 

Franz. Patent, 1968. 

D. R. P. 221i, 100065, 1898, R. Niethak und A. Wiegand. 
Sehlegel, Die Leimfabrikation, S, 114. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLVJ, S. 387, 1905. 


e-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 10 
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man aber tiberhaupt ohne Saéure vorgehen und nicht demi 
ralisierte Knochen in Leim verwandeln (nach d’Arcet). 
braucht man dazu so lange Zeit und so anhaltende Einwirkiuyys 
des Dampfes, dali das Glutin auch einer weitgehenden Verseifing 
unterliegt. Auberdem erfordert eine vollstiindige Extraktion de 
Salze und Fette, eine Reinigung des leimgebenden Materials. 
eine hartnaeckige und dauernde Behandlung: dabei wird abe; 
der grOfte Teil verschiedener anderer Beimengungen, wie Eiwei)- 
kOrper, Mucine, Nucleoproteide, reduzierende Substanzen usw 
nicht entfernt und geht zusammen mit dem Glutin in Loésunz 
bei der Glutinierung des Kollagens. Das beste Verfahren, wun 
auch diese Beimengungen zu beseitigen, besteht in der Behand- 
lune des Kollagens mit Atzalkalien, 1—2°/o NaHO oder KHO: 
(nicht aber mit Ca(OH), oder Soda, welche keine vollstiindig 
Extraktion bewirken), oder auch in der tryptischen Verdauuny” 
Aber diesem Verfahren steht das iiuberst schwierige Auswasche) 
der Alkaii uniiberwindlich im Wege. 

Zur Keinigung des Glutins von verschiedenen Beimen- 
gungen, welche bei der Glutinierung in die LOsung iibergegange) 
sind, ist eine Reihe von Verfahren vorhanden. Faust? 
wirkte die Reinigung der Gelatine mit Hilfe von schwach mi 
Kssigsiure angesiiuertem Wasser, mit KochsalzlOsung und 
schwachem Ammoniak. Mérner‘*) wandte schwache Atzalka’- 
losungen (O,1—O,5°/o) an und = stellte die Tatsache fest, da 
dabei alle eiweibartigen Beimengungen entfernt wurden. Abe! 
eine iiuberst starke Quellung, die Verseifbarkeit des Glutu 
mit Alkali und schlieBlich die Schwierigkeit des Auswaschen- 
machen das Verfahren wenig geeignet. Ebensowenig fiihren atic! 
andere Verfahren der Reinigung des Glutins, wie Dialys: 
siiurehaltigem Wasser, fraktionierte Fiillung mit Salzen (Pick. 
mehrfaches Ausfillen mit Alkohol (Hoffmeister), Koagulation 
der Beimengungen (gelOsten und suspendierten) mit Alaun ove! 


') MOrner, Skand. Arch. f. Physiologie, Bd. I, S. 232, 188!) 
W. S. Sadikoff, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 398, 1° 

?) van Name, Journ. of exper. Medic., Bd. I], Nr. 1. 

3) Inaugural-Diss., Uber das Glutolin . . ., 1893. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 1899. 
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yeil,!) zum Ziele. Alle angefiihrten Methoden haben den Nach- 
laf} sie nur einen Teil der mannigfaltigen Beimengungen 
e. Glutins beseitigen, nehmen aber viel Zeit in Anspruch, 

- ood umstiindlich oder rufen selbst den schiidlichen EinfluB auf 
Leimstoff hervor, indem Verluste und neue Verunreinigungen 
‘stehen. Am zweckmifigsten ware darum die Reinigung vor 

nierung des Kollagens, das heifit die Reinigung des Kolla- 

' cens selbst, da dasselbe weit widerstandsfahiger als der Leim- 
| ist und energischer behandelt werden kann. Sollte es aber 

s sein, das Glutin als solehes zu reinigen, so kann map 

las Verhalten Salzlosungen und Siure gegeniiber benutzen.? ) 
Die Untersuchung der tiblichen Verfahren zur Darstellung 
Glutin hatte ihre Unzuverlassigkeit in bezug auf die 


/ 


nelligkeit und Bequemlichkeit der Ausfiihrung und haupt- 
ch in bezug auf die Reinheit und Einheitlichkeit des End- 
iktes gezeigt. Es hat sich herausgestellt, dai der Schwer- 
in dem Vorgange der Glutinierung liegt. Es war not- 

‘ _ vendig, ein Verfahren zu finden, welches eine schnelle Um- 
lung des Kollagens gestattet und gleichzeitig auch die 

‘ gichkeit der Zersetzung, sogar einer teilweisen Zersetzung 

1 Verseifung ausschliebt. Ein derartiges Verfahren sollte 

die Entfernung des zur Vorbehandlung notwendigen Alkali 

. --siatten. Dieses vielseitige Problem wurde in folgender Weise 
Da schon sehr geringe Mengen von Siure eine gewaltige 

eunigung der Glutinierung hervorrufen und demnach die 

~ue als ein Katalysator betrachtet werden kann, da ferner 

Siure dabei auch als ein Neutralisationsmittel fungiert und 
rdem eine Verbindung mit dem Glutin eingeht, habe ich 
(Glutinierungsversuche mit minimalen Sauremengen ange- 
so daB jeder Siiureiiberschu8 sofort mit dem Glutin ge- 
‘en werden sollte. Aber auch bei diesen geringen (0,1 bis 
) Konzentrationen riefen Mineralsiiuren tiefere Zersetzungen 
organische Siauren (wie z. B. Essigséure) wirkten nur 


Schlegel, Die Leimfabrikation 1879. 

Dawidowsky, Die Leim- und Gelatine-Fabrikation, 1893 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 393. 

1U* 
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wenig beschleunigend auf die Glutinbildung. Durch die Kom. 
bination von beiden Momenten und durch die Anwendung y,, 
Monochloressigsiiure ist es gelungen, die Schwierigkei{ 7) 
tiberwinden. Monochloressigséure bewirkt an und fiir sich aye! 
bei Wasserbadtemperatur und 10° oiger Konzentration keine Zer- 
setzung des Glutins. Eine besondere Wirkung der Monoeh|or- 
essigsiiure, welche als ein spezifisches Reagens fiir die Glutinieryy: 
des Kollagens in saurer L6sung betrachtet werden kann. beste) 
darin, dafh diese Siiure bekanntlich unter dem Einflu{} des 
Wassers, besonders in der Wirme, und der Gegenwart yop 
Alkali sich sehr langsam in Salzsaiure und Oxyessigsiinre 
(Glykolséure) nach folgender Gleichung zersetzt: 

CH, - Cl. COOH + H,O = HCl] ++ CH,(OH) + COOH. 

Salzsiure, welche in spurenhaften Mengen entsteht, rut! 
in statu nascendi die Umwandlung der leimgebenden Substanz 
hervor, wirkt also wie ein Katalysator gewaltig beschleunigend 
auf den sonst tragen Verlauf der Glutinierung durch Wasse 
Gleichzeitig verbindet sich sofort nach dem Entstehen jede Spur 
Salzsiiture mit dem im Uberschusse vorhandenen Giutin, wir 
von ihm sozusagen absorbiert, indem sie in die Verbindu 
{Leimstoff +- HCI] tbergeht, welche in 70—80°/oigem A 
loslich ist und bei der Neutralisation herausfallt. Der Vorgang 


einer iiuBerst langsamen Abspaltung von Salzséure, ihre kataly- 





kx ¢ he 


sierende Beeinflussung des Kollagens und die Absorption de! 
sozusagen abgestumpften Siiure durch den iiberschiissigen cuit- 
standenen Leimstoff, ferner eine groBere Widerstandsfahigke' 
der Verbindung |Leimstoff -- HCl] gegeniiber den verseifenden 
Kinfliissen, als das Glutin selbst sie besitzt — das sind die 
Bedingungen, welche die Méglichkeit einer Verseifung, eventue! 
Zersetzung des Glutins wahrend der Glutinierung in saure! 
Losung vollstiindig ausschlieben. 

Der auf solehe Weise erhaltene Leimstoff zeigt alle nor- 
malen Eigenschaften und nur ein tibertrieben langes Erhitzen 
des Glutins mit Monochloressigsiure ruft Verseifung hervor 
Die Glutinierung des faserigen Kollagens (Achillessehne) m1 
Wasser erfordert mehrere Stunden (6—8):; im Laufe der erst! 
Stunden des Kochens ist das Kollagen nicht einmal stark ¢e- 
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wollen. Beil der Anwendung von O,5°/oiger Monochloressig- 


sure erfolgt die vollstiindige Glutinierung des Kollagens in 
{9-—15 Minuten. 

Das allgemeine Verfahren der Darstellung von Leimstoflen 
us den leimgebenden Substanzen, z. B. Knochen, gestaltet sich 
fjoendermaben : 

Nicht entfettete Knochen werden zerkleinert, eventuell in 
eine breiartige Masse zerquetscht:; sie werden mit Salzsiiure !) 
{:3) so lange behandelt, als noch Salze extrahiert werden 
kinnen; dazu ist es notig, die Sdure mehrmals tiaglich (zwei- bis 
iveimal) zu wechseln und von Zeit zu Zeit umzuriihren. Die 
auf der Oberfliiche sich abscheidende Fettschicht wird abge- 

ben. Die hyaline Masse, welche von den meisten Salzen 
und Fetten befreit ist (was durch 7—S8tiigiges Behandeln er- 
reicht wird), wird einige Male mit kaltem Wasser nachge- 
waschen und in eine 1—3°/oige Lésung von Atznatron?) iiber- 
geliihrt. Hierbei losen sich alle Albuminstoffe, Mucin, Nucleo- 
proteide usw., und es fallen die Uberreste des phosphorsauren 
Calclums als eine feine Suspension aus; auberdem geht eine 
Verseitung der geringen noch anhaftenden Fettreste vor sich. 
Nach dreimaligem Wechsel der alkalischen Losung und kurzem 
Nachwaschen mit kaltem Wasser werden alle gelésten Eiweil- 
stolle und Seifen 3) beseitigt. Die alkalisch reagierende hyaline 


p) ') Man kann auch schweflige Siure bei den Arbeitsbedingungen, 
e M. Schroeder angibt, anwenden. Feuchte Knochen werden in 
zeschlossenen Apparaten unter Druck mit gasfOrmiger schwelliger 
oder mit dem entsprechenden Siiuregasgemisch behandelt, um die 
liwandlung von dreibasischem Calciumphosphat in das Gemenge von 
It “weibasischem in Citronensiure léslichen und Calciumsulfit durchzu- 
| ren. Der Vorteil besteht darin, daf\ die Siure wiedergewonnen werden 
ay inn. D. R. P. 221, 79156, 1895. 
‘) Andere Alkalien, wie Ca(OH),, Na,CO,, NaHCO,, NH, diirfen 
n groferen Konzentrationen nicht als Ersatz fiir KOH und NaHO 
werden, da in diesem Falle keine vollstiindige Extraktion von 
Mt Bemengungen erreicht wird. Wenn man z. B. Sehnen wochenlang mit 
1 ‘J oiger Na,CO, bei 40° bis zum vélligen Erschépfen behandelt, so 
| | doch bei nachtriglicher Einwirkung von 0,1°/o KHO noch Eiweif- 
xtrahiert werden, 
Aus dieser alkalischen Lésung kann man Eiweifstoffe und Seifen 
Ansiiuren niederschlagen 
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Masse wird in eine siedende 1°/oige Loésung von Monoeh!or-. 
al 5 { 

































essigsiure gebracht: es findet eine schnelle Umwandlung de, 
lermgebenden Substanz in den Leimstoff statt. Die heibe kon. 
zentrierte Losung wird durchgeschlagen, eventuell filtriert, yj 
Magnesiumsulfat aus saurer LOsung ausgesalzen und mit kaltem 
Wasser und Alkohol von Siaure und Salzen_ befreit. 

Kine weitere Reinigung des Glutins ist kaum no6tig, weny 
eine Alkalivorbehandlung vorgenommen ist. Zur Reinigung dep 
Leimstoffe, welche nach den _ iiblichen Verfahren gewonnen 
wurden und grobere Beimengungen von Verseifungs- und Zer- 
setzungsprodukten des Glutins, Verunreinigungen durch Eivei{) 
und andere Korper enthalten, kOnnen neue Eigenschaften tnd 
Reaktionen der Leimstoffe benutzt werden, welche gestatten, 
die Leimstoffe unter eigenartigen Bedingungen abzuscheiden. 
Die Reagenzien, welche als Fallungsmittel der Eiweibkorpe: 
bezw. der Leimkorper betrachtet wurden, hatten sich bei ent- 
sprechenden Bedingungen als Losungsmittel der Leimkoérpe: 
herausgestellt; aus diesen LOsungsmitteln kénnen die Leimkorper 
wieder niedergeschlagen werden, und zwar unter solchen Uin- 
standen, wie es andere Proteinstoffe usw. nicht tun. 

Zur Darstellung des reinen normalen Glutins verfiihrt man 
in folgender Weise: Glutin wird mit kaltem Wasser, dara 
mit kalter 20°/oiger Losung von MgSO,!) gewaschen, wodurc! 
es teilweise von wasserldslichen Salzen, Verseifungs- und Zer- 
setzungsprodukten, sowie allen Beimengungen, welche in Saiz- 
ldsung lOslich sind, befreit wird. Man lést dann das Gilutin 
in 20° oiger Magnesiumsulfatlosung unter Erwarmen auf dem 
Wasserbade und filtriert die heife Losung unter Anwendung 
eines Heibwassertrichters. Nach dem Erkalten wird das Filtra! 
triibe und scheidet einen flockigen Niederschlag aus. Man gib! 
jetzt, ohne vorher zu filtrieren, zu der abgekiithlten Losung 
O,5°/oige Saiure (HCl oder H,SO,), welche in 20°/oiger Mgs0,- 
Losung bereitet ist, zu: es entsteht eine voluminose Fiillung. 
welche sich gut absetzt, gut abfiltrieren und nachwaschen Jibt.” 

') Wasserfrei berechnet. 


*) Die mit Séure nicht gefallten geringen Glutinreste kénnen cu 
weiteren Zusatz von MgSO, ausgesalzen werden. 
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Die mit kaltem Wasser gewaschene schleimige Masse wird 


ius. Diese Zeitschrift. Bd. 


. hs , . 9 
Untersuchungen iiber tierische Leimstoffe. V. 159 


heijem Wasser gelost, abgekiihit und mit schwacher Salz- 
e versetzt, jedoch in der Weise, dafi die Konzentration der 
-siiure in der gesamten Losung nicht 1° o iibersteigt: man 
dann 3—4 Volumen starken Alkohols hinzu, so dai der 


toff in 7O—80°/oigem sauren Alkohol gel6st wird. Um 
Konzentration des Glutins zu erhéhen und dabei nicht zu 
HCl einzufthren, kann man bis zu einigen Prozenten Essig- 
hinzufiigen. Sollte die saure alkoholische Leimstofflosung 
sein, so filtriert man die LOsung durch Tierkohle. Man 


das gesamte Glutin dann durch Neutralisation mit Am- 


ak nieder, labt einige Zeit stehen, giebt den Alkohol ab 
wischt mit Wasser oder mit Alkohol nach. !) 


ie chemischen Vorgiinge, welche bei diesem Reinigungs- 


rfahren stattfinden, kénnen auf die Weise erkliirt werden, 
man Verbindungen zwischen Leimstoff (L) und Salz — 


-MgSO,) — und zwischen Leimstoff und Saure — (L + HCl) 
annimmt. Erstere — (lL +- MgSO,) — ist in neutraler Salz- 


in der Warme loslich und fillt teilweise beim Abkiihlen 


-ie wird durch Séure in eine in saurer Salzlésung unlis- 
L.—+ HCl)-Verbindung verwandelt:?) diese letztere ist in 


'oigem Alkohol léslich und zersetzt sich bet der Neu- 


-ation, wobei der im neutralen 70—80°/oigen Alkohol un- 


Leimstoff niedergeschlagen wird. 


Dieses Verfahren ist bei einigen Kautelen auch quantitativ zur 


stimmung der Leimstoffe anwendbar. 


tin Siureiiberschuf, die Natur der Salzlésung und die Ver- 


erscheinungen iiben einen betrichtlichen Einfluf auf die Unlés- 


dieser (L —- HCl)-Verbindung in der betreffenden sauren Salz- 
XLVI. S. 388, 1905. 



















































Vergleichende Untersuchungen tber die Purinkérper des Urings 
beim Schwein, Rind und Pferd. 


Bemerkungen iiber die Guaningicht der Schweine. 
Von 
Alfred Schittenhelm und Ernst Bendix. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1906.) 


In einer friiheren Arbeit!) hat der eine von uns _ yer- 
gleichend dariiber berichtet, wie sich die Fermente von Organ- 
extrakten des Schweines, Rindes und Pferdes den Purinbasey 
gegeniiber verhalten. Wiahrend dieselben die desamidierende 
Faihigkeit, wodurch Adenin in Hypoxanthin und Guanin in Xauthin 
umgewandelt werden, gemeinsam hatten, gelang die Uberfiithruns 
von Xanthin und Hypoxanthin in Harnsiiure bei Anwendung 
der Extrakte von Schweineorganen nicht in dem Mabe wie be; 
Anwendung von Extrakten der entsprechenden HRinderorgane 
resp. konnte tiberhaupt nicht mit Sicherheit nachgewlesen werden 
Auch die Uberfiihrung des Guanins in Xanthin ging scheinhar 
erheblich schwerer von statten. 

Kine iiltere Untersuchung von Pecile?) erbrachte fiir dey 
Urin gichtkranker Schweine den Nachweis, dab darin Xanthi 
und Guanin in erheblichen Mengen enthalten waren, wiihrend 
Harnsiiure darin vollig fehlte. Somit lag beim Vergleich dieses 
Urinbefundes mit den Organextraktversuchen die Vermutung 
nahe, da’ im Organismus des Schweines der Purinstoffwechs 
tiberhaupt weniger intensiv vor sich geht, wie bei anderen 
Tierspezies und dai das Guanin nur zu einem Teil abgebaui 
wird, der grobte Teil aber als solehes zur Aussecheidung mi! 
dem Urin kommt. Eine Entscheidung konnte die Untersuchung 
des normalen Schweineurins bringen. Wir haben dieselbe sowet! 
durchgefiihrt, daf wir einen Einblick in die Ausfuhr der Amino- 
und Oxypurine erhielten, und gefunden, dab der Urin des Schweine> 
relativ grOBere Mengen von Harnsiiure enthalt: daneben fance! 

'; Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel und seine Fer 
bei Mensch und Tier. Diese Zeitschrift, 1905, Bd. XLVI, S. 354 


2) Annal. der Chem., 1876, Bd. CLXAXXIIT, S. 141. 
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sich Nanthin und Hypoxanthin in kleineren, Adenin und Guanin 

» geringen Mengen. Es war also damit erwiesen, dal die 

hndprodukte des Nucleinstoffwechsels beim Schweine dieselben 
sind. wie die bei anderen Tierspezies. 

Nunmehr liegt es nahe, den bBefund Peciles am gicht- 

inken Schweine als pathognomonische Erscheinung aufzu- 

ehmen. Dureh Virchows!) Untersuchungen ist zum ersten 

Male festgestellt, dab es sich bet der Gicht der Schweine um 

Ablagerungun von Guanin in den Geweben, speziell dem Muskel 

| Knorpel, handelt: auch die Leber soll Guaninherde ent- 

| halten haben. Mendelson?) hatte ihnliche Beobachtungen zu 

verzeichnen. Es handelt sich also offenbar um ein Analogon 

| en uratischen Ablagerungen bei der menschlichen Gicht. 

| —_[iese histologischen Befunde werden durch die Urinbefunde 

sinzt und erklart. Wahrend das normale Schwein imstande 

ist, die Hauptmenge der Purinkorper in Harnsiiure umzuwandeln, 

auch vielleicht nur in beschriinktem Mabe — diesbeziig- 

Untersuchungen behalten wir uns vor -—, ist beim gicht- 

ken Schweine diese Fiahigkeit, wenigstens soweit sie das 

in anbelangt, vermindert oder aufgehoben. Das mangelhaft 

-etzte Guanin kreist in relativ gréBerer Menge als normal 

selangt darum da und dort in den Geweben zur Aus- 

s eidung. Letztere wird begiinstigt durch die tiberaus schwere 

. Loslichkeit des Guanins, 

\Was das quantitative Verhiltnis zwischen Harnsiiure und 

asen im Schweineurin anbelangt, so geht aus unseren 

ezuglichen Untersuchungen hervor, das die Menge der 

ibasen gréBer ist, wie die der Harnsiiure. Die Basenmenge 

-eigt beim Hungertier erheblich an. Beim Rinde ist das Ver- 

- ungefiihr wie beim Menschen, viel Harnsiiure und wenig 

beim Pferde dagegen haben wir héchst auffallende Re- 


| Virchow, Uber Konkretionen im Schweinefleisch, welche wahr- 
: | aus Guanin bestehen. Virch.-Arch., 1866, Bd. XXXY, 5. 358; 
: ngicht der Schweine. Virch.-Arch., 1866, Bd. XXXVI, 8. 147 
Mendelson, W., On Guanin pont in the hop, and its relations 
lium urat pont of man. The Americ. Journ. of the medical 
br. 1888, S. 109. Niheres s. Ebstein, W., Die Natur und 

ig der Gicht. Wiesbaden 1906, S. 93. 
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sultate erzielt, indem die Menge der Purinbasen 7—S8 maj} < 


I 


grof, sich herausstellte, wie die der Harnsiiure. Wir betrachte, 
diese Feststellungen nur als vorlaufige Untersuchungen und yer- 
zichten auf jegliche SchluBfolgerung, umsomehr, als wir, 1): 
einer Ausnahme, immer nur Urin von Schlachthaustieren ay.- 
lysierten. Eines aber scheint uns schon jetzt klar zu_ sejp, 
dal} niimlich aus den wenigen Urinuntersuchungen, in Uberej). 
stimmung mit der von dem einen von uns!) schon friiher ge- 
aiuberten Beobachtung, hervorgeht, dab der Purinstoffwechse 
der verschiedenen Tierarten wesentliche Unterschiede aufzy- 
weisen hat. 
Experimenteller Teil. 
Versuch I. 

Aus 8 | Schweineurin, auf dem Schlachthof gesamme't. 
werden die Purinkorper mit der Kupfersulfat-Bisulfitfallung heraus- 
seholt, die Kupferverbindungen mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
und das Filtrat salzsauer eingeengt. 

Beim Erkalten fallen 2,7 g¢ einer die Murexidprobe sel 
stark gebenden Substanz aus, welche sich bei der Analyse als 
Harnsiiure erweist. 

O,15 g Substanz verbrauchten 35,4 cem */10-Normalsalzsiure. 

Verlangt fiir C,;H,N,O,: 33,33 °o N 
Gefunden: 33,04 °/o >» 

Das Filtrat der Harnsaiure wird mit NH, tbersattigt uni 
einen Tag stehen gelassen. Danach waren 0,26 g ausgetfallen. 
Dieselben werden in Natronlauge gelOst und mit Eisessig wiede: 
ausgefiillt. Danach wurden 0,06 g Substanz erhalten, welche 
durch ihre Krystallferm als salzsaures Salz mit groBer Wali- 
scheinlichkeit als Guanin identifiziert wurde. 

Das Filtrat wurde wieder mit Kupfersulfat-Bisulfit gelailt, 
die Kupferverbindungen mit H,S zerlegt und das Filtrat HC- 
sauer eingedampft. Gesamtmenge 1,05 g. Diese wurde nich 
Kriger und Salomon weiter untersucht. 


a) Ungeléstes = 0,4 g. 
Ins Nitrat verwandelt = 0,47 g, dieses in verdiinntem 


Ammoniak gelést und einige Zeit stehen gelassen. Das Gelost 


1) Schittenhelm, |. c. 
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Hfiltriert und eingedampft. Nach Wegdampfen des Ammoniaks 


n ommt das Xanthin in typischen Schollen zum Vorschein. 
. Positive Nanthinproben. Menge = 0,175 g. 


[14 g Substanz verbrauchten 29,8 ccm ''10-Normalsalzsiure. 
Verlangt fiir C,H,N,O,: 36,84°/o N 
Gefunden: 36,69 %o  » 
ln den verschiedenen Filtraten noch reichliche Abschei- 
von Purinkorpern bei der Silberfillung,') welche aber vor- 
‘ig nicht weiter untersucht wurde. 

b) Geléstes in wiasseriger LOsung mit pikrinsaurem Natrium 
vefiillt. Erhalten 0,00 g Adeninpikrat in typischer Krystall- 
‘orm. Sehmelzpunkt 279°. 

(m Filtrat Kupferfallung. Die Kupferverbindungen mit H,S 
erjegt, das Filtrat mit Tierkohle entfirbt und eingedampft. Der 
Riickstand in ca. 50 com 10°/oiger Salpetersaure gelést und 


i> 


-ingeengt. Beim Erkalten kommen zahlreiche grobe, wezstein- 
‘irmige Krystalle zum Vorschein, Menge = 0,53 g. Dieselben 
-eu sich prompt in Wasser. bei der Abstumpfung der Sal- 
tersiure kommt es schnell zu einem dicken Niederschlag, 
cher aus knolligen Driisen (Dumbells) und Stechapfelformen 
kleinen herauswachsenden Niidelchen besteht. Die Menge 
es Niederschlags ist 0,25 g. Es lag Hypoxanthin vor. 
11524 g Substanz verbrauchten 44,8 ccm ‘/1o-Normalsalzsiure. 
Verlangt fiir C,H,N,O: 41,17°/o N 
Gefunden: 41,15 °%0 > 
In den verschiedenen Filtraten noch reichlich Purinbasen, 
eine Silberfallung') zeigte. Sie wurden jedoch nicht weiter 
erarbeitet. 


Versuch II. 
Yon einem in der Stallung der Klinik gehaltenen Schweine, 
ches sehr reichlich mit Brot, Milch und Fleischabfillen ge- 
uit wurde, wurde an einem Tage der Morgenurin, ca. 2300 cem, 
esammelt. Zur Bestimmung der Harnsiiure und der Purinbasen 
de hier und in den folgenden Versuchen die Methode 
\rliger und Schmid angewandt. 

Die methvlierten Purine, welche den wesentlichen Bestandteil 
len Endfallungen ausmachen miissen, waren fiir die vorlegende 
hne Interesse, weshalb ihre Bestimmung unterblieb. 2-Amuino- 

<ypurin und 6-Amino-2-8-Dioxypurin wurden nicht gefunden. 
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Gefunden: 0,01 g¢ Harnsiiure 
0,0048 ¢ Purinbasenstickstoff, als Harnsiiure berechne: 
0.0144 ¢ Purinbasen. 
Versuch III. 

a) 2000 ccm, auf dem Schlachthof aus den Harnblasey 
von 6Schweinen gesammelt. Reaktion schwach sauer, ke) 
Kiweil. 

Gefunden: 0,059 ¢ Harnsiure 
Q.O88 » Purinbasenstickstoff. als Harnsiure berechnet 
0,264 g¢ Purinbasen. 

b) 1450 g Urin von 6 geschlachteten Schweinen, au: 
der Blase entnommen. Saure Reaktion, kein Eiweif. 
Gefunden: 0,035 ¢ Harnsiiure 

0,025 » Basenstickstoff, als Harnsiure berechnet also 017) 
Purinbasen. 

Bei diesen Schlachthofschweinen kann laut Auskunft an- 
genommen werden, dafi sie ca. 24 Stunden nichts gefressey 
und nichts gesoffen hatten. 

Versuch IV. 

a) 1800 ecm HRinderurin, auf dem Scehlachthot yo: 
* Rindern gewonnen: alkalische Reaktion, eiweibfrei. 
Gefunden: 0,321 ¢ Harnsiiure 

0,005 » Basenstickstoff, als Harnsfiure berechnet also 0.015 
Purinbasen. 

b) 1600 ccm alkalischer Rinderharn, ebenso gesamine! 

Gefunden: O,18 ¢ Harnsaure 
0,005 g Basenstickstoff, als Harnsiure berechnet also 0.015 , 
Versuch V. 

a) 2200 cem Pferdeurin, beim Schlachten von 4 Pferden § 
gesammelt, amphotere Reaktion. Kein Eiweib. 
Gefunden: 0,092 ¢ Harnsiure 

0.2533 ¢ Purinbasenstickstoff, als Harnsaéure berechne! 
0.7599 ¢ Purinbasen. 

b) 2000 ecem Pferdeurin, von 5 Pferden beim Sehlacht: 

gewonnen; alkalische Reaktion, eiweiBfrel. 
Gefunden: 0,126 g Harnsaéiure 

0.3093 g Basenstickstoff, als Harnsiure berechnet also (.!> 
Purinbasen. 
































Studie iher die dem Tryptophan zugeschriebenen 
Eiweibreaktionen. 
Von 
Dr. Franz Bardachzi. 


Mit drei Kurvenzeichnungen im Text 


Aus dem Prager deutschen medizinisch-chemischen Universititslaboratorium.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1906. 


Die im Titel genannten Eiweibreaktionen, von welchen 
ie Adamkiew!tezsche und Liebermannsche Reaktion be- 
cits lange Zeit zur Charakterisierung von Eiweif Verwendung 
sefunden haben, sind in den letzten Jahren durch die schénen 
\rbeiten von Hopkins und von Cole?) als Tryptophanreaktionen 
harakterisiert worden. Vorher hatten sie wiederholt die ver- 
-chiedensten Interpretationen erfahren, indem Furfurol, Furfurol 
mit dem Tyrosin und Phenol liefernden Komplexe, Indol, Skatol, 
Skalolcarbonsiiure, Kohlehydrate, von verschiedenen Autoren ?) 
is reagierende Gruppen aufgefabt worden waren. Nur Kru- 
enberg?) scheint die Adamkiewticzsche Reaktion, als «der 
sten Atomgruppe im Eiweifimolekiil» zukommend, in ihrer 
Hedeulung erkannt zu haben. 
r Versetzt man nach Adamkiewicz die LOsung eines Ei- 
bkorpers in tiberschiissigem LEisessig mit konzentrierter 
Schwetelsiure, so tritt ein schones an rosa anklingendes Violett 
ul, ber der spektroskopischen Untersuchung zeigt sich in der 
Losung ein dem Urobilin wie dem Choletelin analoger Absorp- 


Hopkins und Cole, (engl.) Journal of Physiology, Bd. XXVII, 
HIS: Cole, ibid., Bd. XXX, S. 311; vergl. auch Hopkins und Cole, 
lings of the Royal Soc., Bd. LXVIII, 5. 21. 
Vergl. Diese Zeitschrift, Bd. XII, 5. 221 und 395 (Salkowski 
Udransky), Bd. XXIV, S. 167 (Hofmeister). 
Krukenberg, Unters. z. wissensch. Med., S. 98, 101 u. 186. 
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) Nach Liebermann 
KiweiB mit Alkohol ausgekocht, dann 3—4mal mit Athe 


tionsstreifen zwischen b und F.!) 


waschen, hierauf mit reiner rauchender Salzsiiure  erwiipy) 
wobei es sich prachtig tiefviolettblau farbt.2) Hopkins wyq 
Cole*) haben nun erwiesen, daB die Reaktion nach Aday- 
kiewiez durch die Gegenwart von Glyoxylsaiure in dem js. 
essig bewirkt ist, und haben dasselbe ftir die Reaktion Lie}ey- 
manns wahrscheinlich gemacht. Cole‘) hat tiberdies letzt! 

gezeigt, dah die vor Liebermann geiibte Eiweibprobe (dure! 
Erwiirmen von Eiweifi mit Salzséiure entstehende Purpurfir}, 


als Reaktion der Skatolgruppe — also auch des Tryptophan- 
und zwar mit Furfurol — zu deuten sel. 


Wenn dadurch zwar aus dem Gewirr der blauey 
roten Farbreaktionen dieser Kategorie das Wesentliche eruic: 
st, so wird doch jeder Beobachter, der diese Reaktionen » 
reinem Tryptophan einerseits, andererseits mit Eiweif aus- 
gefiihrt hat, bemerkt haben, dab die Firbungen in den beide: 
Killen verschiedene sind. Am auffallendsten tritt dies bei « 
mit Glyoxylsdure und Salzsiiure angestellten Probe hery 
Wiihrend sie bei Verwendung von Tryptophan rein blaue Tin 
liefert, gibt sie mit Eiweifh nur violette Losungen. Oshori 
und Harris®) haben in dieser Hinsicht verschiedenartige rein 
Kiweibkorper vergleichend auf die Intensitiit dieser Reakt) 
untersucht und dabei (statt der reinen Salzsiiure wurde 50 og 
Schwefelsiure verwendet) auch nur Violettfirbungen erhalte 

Bei der Empfindlichkeit und dem Werte dieser Probe: 
schien es von Interesse zu sein, eine vergleichende Untersucliti: 
uber sie durchzuftihren, zumal man erwarten kann, durch svlcli 
Studien ein Urteil tiber die Menge des Tryptophans resp. diese- 
farbbildenden Komplexes in verschiedenen EiweiSkorperi 2 
sewinnen. 


') Pfliigers Arch. f. Physiol., Bd. IX, S. 156; Arch. f. exp. a 
Bd. Ill, S. 423. 

*) Zentralbl. f. d. med. Wiss., 1887, S. 321, 450. 

3) 1. c. Proc. Royal Soc. 

‘Yl. c. J. of Physiol., Bd. XXX. 
) Journ. of the American Chem, Soc., Bd. XXV, 8. 853 
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Versuche. die gebildeten Farbstoffe zu isolieren, fiihrten 
rdings infolge ihrer groben Zersetzlichkeit zu keinem Ke- 


Die Farbl6sungen wurden dargestelll aus gewogenen Mengen von 
han mit reiner rauchender Salzsiiure unter 1. Zusatz von altem 
der die Liebermannsche HKeaktion in ausgezeichneter Weise 


) 


achte; 2. unter Zusatz von Glyoxylsiiure;') 3. unter Zusatz von 


Die analogen Reaktionen wurden mit verschiedenen Eiweifkérpern 
rt. nur dafS bei 3. der Furfurolzusatz meist unterblieb. Von an- 
Jodifikationen dieser Proben konnte ich absehen, umsomehr als 

ende Versuche keine Vorziige solcher Modifikationen ergaben. 
Tryptophanproben 1 und 2 entfarbten sich schon vor det 
sierung durch Alkalien, bei der Verdiinnung mit Wasser, Alkohol 
mit Aceton trat eine Veriinderung der Farbe ins Rote ein, 
rscheinheh emer Reaktion des Acetons mit der Salzsiéiure 
ilstein, Handbuch, 3. Aufl., Bd. I, S. 1013) zukommt. Beim 
mit verschiedenen Neutralsalzen trat gleichfalls Entfiirbung 
nve Gelbfirbung em, In konzentrierteren) LoOsungen wurde 
ich ein blaugefirbter Niederschlag beobachtet, doch war seine 
ring, bei den Isoherungsversuchen entfirbte er sich oder gab 
velbe bis griine FarbentOne. Mit viel Salzsiiture konnte aus 
Losungen gelegentlich eine Restitution der blauen Fiirbung ein- 
eistens aber war dann die Lésung triibe und violett gefirbt. 
empfindlich gegen Wasser erwies sich die Tryptophan-Furfurol- 
doch auch diese Probe wurde bei Entfernung der Salzsiéure 

ind eine Isolierung des Farbstoffs gelang nicht. 

Dali ich neben der Glyoxylsiure auch den «wirksamen 
verwendet habe, hat darin seinen Grund, dai nach meinen 
fahrungen die beiden KReaktionen nicht in gleicher Weise vor 
ch gehen. Die Reaktion mit dem Ather tritt in aller Intensitiit 
momentan, auch bet Zimmertemperatur ein, wahrend die 
nyoxy siurereaktion erst nach einiger Zeit, bei Zimmertem- 
: : erat nach mehreren Stunden, ihre volle Hohe erreicht, auch 
reiner Ather mit der Glyoxylsiiure zugegeben wurde. Ich 
iiien, sehr wirksamen Ather aus Drogerien erhalten: 
konnte ich weder durch Wasserstoffsuperoxyd und 
ing noch durch Ozon einen gleich wirksamen herstellen. 
Herren Kinzelberger & Cie., chemische Fabrik in Prag, bin 


Uberlassung einer grifieren Menge wiisseriger Glyoxylsiiure 
erem Danke verpflichtet. 
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Daher mochte ich die Frage nach dem wirksamen Bestanit¢ 
des Athers als noch nicht erledigt ansehen. 


Zur vergleichenden Charakterisierung der vorliegendsy 
Farbstoffe blieb als der einzige Weg, moglichst sorgsam ihp. 
optischen Qualitéten durch spektrophotometrische Untersuching 
zu eruieren. Diese Methode hat Vierordt?) wiederholt em)- 
fohlen und mit Erfolg verwendet, in der neueren Zeit is! 
durch v. Hiifner so ausgestaltet worden, dah sie als quant. 
tative Methode eine weitgehende Verwendung finden kann. |)9- 
durch daf die Lichtextinktion in dem grébten Teil des sich- 
baren Spektrums bestimmt wird, ergeben sich auch fiir sole 
Farbstolfe, die das Licht nur diffus auslOschen, Charakterisieruigy 
momente, welche bei der spektroskopischen Beobachtung felien 
da bekanntlich diffuse Lichtausl6schungen, selbst hoheren Grace: 
bei dieser nur wenig auffallen. 

Mit den in Frage stehenden Farblésungen habe ich solu 
photometrische Untersuchungen unter Bentitzung eines Hittin 
schen Spektrophotometers ausgefiihrt: selbstverstandlich wurden 
dabei alle Kautelen beachtet, auf die v. Hiifner und se) 
Schule aufmerksam gemacht hat. 

Als Lichtquelle diente eine Auerlampe, die breite 
Kollimatorspaltes betrug 4/2. mm, die Eichung des Apparat 
erfolete mit den Fraunhoferschen Linien des hellen lage- 
lichtes. Die Breite des Okularspaltes gab bei der Einsteliuo; 
der betreffenden Fraunhoferschen Linie auf den link 
Schieber die folgenden Werte der Wellenlangen fiir das glei' 
zeitig ins Auge gelangende Licht. 


C (696.3) bis 644 uu 


D (a89.0) » 579 
E (527.0) » 318 
F (486 ) » 481 


Es sei hervorgehoben, daB, obwohl also verschiedenarti 
Lichtstrahlen gleichzeitig in das Auge des Beobachters gelange! 
‘) Anwendung des Spektralapparates, Tiibingen 1873, Die quan: 
tative Spektralanalyse, Tiibingen 1876. 
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das gleichzeitig ins Auge gelangende Licht monochromatisch 
erscheint. 
in den im folgenden mitgeteilten Zahlenwerten wird nur 
Wert fiir die am linken Schieber vorhandene Wellenliainge 
seveben werden, da sich unter Beriicksichtigung der vor- 
ehenden Daten die Summe der bei jeder Ablesung ins Auge 
1 : elangenden Lichtqualitéten hinlanglich genau finden liBt. 
Mit groBber Sorgfalt mute auf den Schutz des Objektiv- 
colprismas vor den Dampfen der Salzséure geachtet werden. 
Ul ks wurde vollstaéndig mit einer Kappe umgeben, welche der 
Beleuchtungslampe gegeniiber eine vertikalstehende planparallele 
Glasplatte trug. Die zu untersuchende Flissigkeit wurde in 
cut schlieBenden glasernen Absorptionszelle, deren Fugen 
-cherheitshalber auBen mit Kollodium verstrichen waren, be- 
htet. Die Dicke der lichtausl6schenden Schichte betrug 
() mm. Ferner wurde sorgsam darauf geachtet, dai nicht 
wiihrend der optischen Untersuchung eine Anderung in 
: Lichtextinktion eintrat, indem nach der Aufnahme der Licht- 
extinktion die Untersuchung stichprobenartig in einzelnen Spektral- 
segenden wiederholt wurde. Selbstverstandlich wurden nur voll- 
ninen klare Flissigkeiten untersucht; Triibungen wurden durch 
lichtgestopftes Glaswollfilter filtriert. 
lm folgenden will ich aus der grofen Anzahl von Be- 
pachtungen, deren Gesamtmitteilung kaum von Interesse ware, 
ige zur Charakterisierung der Farbenerscheinungen geeignete 
‘ & aufihren. Eine detaillierte Angabe wird erst dann von Wert 
ein, bis diese Methode zur quantitativen Tryptophanbestimmung 
isgebildet vorliegen wird, welche Erwartung mir als nicht 
-sichtslos erscheint. Die hier mitgeteilten Daten werden aber 
etzteren Aufgabe noch nicht gerecht. 


l. Versuche mit Tryptophanlosungen. 


Das verwendete Tryptophan war aus Casein nach Hopkins 
Coles Vorschrift dargestellt und bestand aus feinen weifen, 

iiterglanzenden Plattchen. 

').0036 g Tryptophan wurden wiederholt mit mehreren 





Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. XLVIII. 11 
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Kubikzentimetern eines sehr «wirksamen>»!) alten Athers jj)je) 
gossen, nach dem Verdunsten desselben bei Zimmertemperaty 


mit 10 ccm rauchender Salzsaure versetzt und zur photometris 
Untersuchung mit Salzsaiure auf das Dreifache verdiinnt. 
Die Lichtausl6schung?) wurde gefunden (A) 


Wellenlainge 7) € 
680 55.6 0.496 
659.5 60.4 0.613 
644) 65.1 0.751 
619 67.6 0.835 
600 68.5 O.872 
HSO 68.7 O.SSO 
AbD 67.1 O.S20 
540) 64,2 0.723 
520.5 61,7 0.648 
5OO DO 0,484. 


Ks mub hervorgehoben werden, dai scharfe Absorptions- 
streifen allerdings in dem Kurvenbilde abgeflacht erscheine 
weil ja Licht verschiedener Wellenlingen und dabei verschiedeiie: 
lntensitiiten als homogen beobachtet wird. Man koénnte din 
die Vermehrung der Ablesungswerte und noch mehr durch di 
Verengerung des Okularspaltes ein priiziseres Bild erhalte: 
jedoch scheint fiir die vorliegenden Zwecke die erreichte (e- 
nauigkeit hinreichend zu sein. 

In mehrfachen, dem oben angefiihrten analogen Versuche: 
ergab es sich, daf die Lichtausléschungskurve zwar den gleichen 
Gang hat, dafi aber die Intensitaét der Reaktion relativ grote 
Schwankungen unterliegt, die zum Teil, wenn nicht auschlie!ilich. 
von der Menge des Atherzusatzes abhingen: auch ein Uber- 
schuB des wirksamen Atherbestandteiles vermindert die Intensitii! 
der Farbe. 


') Als «wirksamer> Ather wird im folgenden ein solcher bezeic!in°' 
welcher die Reaktion Liebermanns gut hervorbringt. 

*) In den Tabellen bedeutet @m den Mittelwert des Drehungs- 
winkels, € — log cos*@ den Extinktionskoeffizienten (vergl. Hit) 
Anleitung zum Gebrauche des Spektrophotometers, Tiibingen, henna 
Verlag). Der Ubersichtlichkeit halber sind die Werte unter dem in | 
mern beigesetzten Buchstaben bildlich dargestellt. 
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Die gleiche Beobachtung wurde mit wasseriger Glyoxyl- 
siuve gemacht. Es sei hier eine Lichtauslischungskurve mit- 
yeteilt, welche dem erhaltenen Wirkungsmaximum entspricht. 
0.0114 g Tryptophan wurden in 100 cem reiner rauchender 
Salzsiiure gelést. Je 4 ccm dieser LOsung wurden mit gemessenen 
\lengen einer 0,025°/o Glyoxylsaure enthaltenden Salzsaure ge- 
mischt. Nach mehreren Stunden war die starkste Fiarbung 
beim Zusatz von 2 ccm des Reagens eingetreten. Die Loésung 
ide mit Salzsaure auf 10 ccm verdiinnt (sie enthielt in 10 cem 
0.456 mg Tryptophan) und photometriert. Es wurden folgende 
Werte erhalten: (B) 









































Wellenlange @ ' 
680 4DO 0.309 
659.5 50,2 0.388 
639.6 34,7 0,476 
619 60,9 0.626 
600 63,6 0,704 
580 63.9 0,713 
560 62,0 0,657 
540 58.5 0.564 
520.5 54,0 0,462 
DOU 18 0349 


Nach einigen Tagen war in dieser, im Tageslichte und 
un der Luft stehen gelassenen Probe ein Abblassen zu beob- 
achten. Der blaue Farbenton hatte sich aber dabei nicht ge- 
‘indert, die Probe war auch klar geblieben. Bei diesem Ab- 
blassen zeigte sich, abgesehen vom Konzentrationsunterschied, 
die fast gleiche photometrische Kurve, nur war das Maximum 
be O80 uu nicht so scharf ausgepragt. Die Trytophanatherkurve 
dagegen gibt eine staérkere Ausléschung im Rot und Gelb des 

Spektrums, 
Wesentlich anders verliuft die Reaktion beim Erwirmen. 
Nurch lingeres Kochen verschwindet die blaue Farbe vollstindig, 
xlrzerem Kochen ist nur eine Violettfirbung, auch nach 
neueriichem Glyoxylsdurezusatz, zu erreichen; dabei ist die Licht- 
<chung betrachtlich gegen das blaue Ende des Spektrums 
choben. Wird die durch Kochen entfirbte Probe nach 
Abkiihlen neuerdings mit Glyoxylsaiure versetzt, so erhalt 


11* 
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man wiederum einen rein blauen Farbenton und auch die yp- 
spriingliche Lichtextinktion. Diese Erscheinung des Entfiarbens 
und Wiederauftretens der Farbe konnte mehrmals mit derselhey 
Probe wiederholt werden. Es sei dies beiliufig mitgeteilt als 
Stiitze fiir die Anschauung, dafi der Chromogenkomplex dieser 
Reaktion einer tiefgehenden Zersetzung nur langsam unterliegt. 

















3e1 der photometrischen Untersuchung einer so lange er- 
hitzten Probe, daB die Firbung eine rein violette war. wurden 
folaende Werte erhalten: (C) 


Wellenlinge 7) ' 
680 49.6 0,377 
660 52,0 (1), 421 
640 57,9 0.549 
619 63,8 0,710 
DSO 69,5 0.903 
D60 68,7 O.880 
H4) 64,2 0,723 
520 D8.0 0),d52 
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Ir- Die Proben der Tryptophanreaktion mittels Furfurol und 
ns Salzsiiure zeigen die der vorigen Probe entgegengesetzte Eigen- 
py) : --haft: ein starkes Nachdunkeln, wobei aber zugleich der Farb- 
us : eakter sich andert. Die frischbereitete Probe gibt schon bei 
er Zimmertemperatur bald eine intensiv weinrote Farbe mit einem 
| | Absorptionsband im Blaugriin; schnell tritt aber ein Farben- 
T- : mmschlag ins Braunviolette ein. Auch in geschlossenen Ab- 
n : -rptionszellen trat das erwaéhnte Nachdunkeln ein, weshalb 


priizise photometrische Untersuchung sich nicht durch- 
en lief. Es wurden im Hinblick auf den zur Furfurolbildung 
- EiweibkOrpern dienenden Kohlehydratkomplex mehrfache 
Versuche ausgefiihrt, an Stelle des Furfurols verschiedene Zucker- 
rten zu dieser Reaktion zu verwenden. Verwendet wurden Rohr- 
<er, Traubenzucker, Lavulose, Arabinose und Glukosamin. 
bei diesen Versuchen wurde ein Nachdunkeln mit Bildung 
ner Farbténe beobachtet. Die genannten Kohlehydrate 
en auch fiir sich mit Salzséure erhitzt Braunfarbung, zum 
mit Absorptionsstreifen im Blaugriin. Die geringste Farbung 
za) Glukosamin. 
Es sei daher von der Mitteilung der Lichtabsorptionskurven 
abgesehen, im allgemeinen zeigen sie eine vom Rot gegen 
Blau fast gleichmabig zunehmende Verdunklung. Bemerkens- 
scheint zu sein, daf man mit Tryptophan, Rohrzucker und 
~a.zsaure beim Erwarmen einen der Pettenkoferschen Gallen- 
renprobe tiuschend 4&hnlichen Farbenton — fiir das freie 
ze — erhalten kann,!) was mir bei der Verwendung von 
irol nicht gelang. 
bei Proben, denen neben der Glyoxylsaure Furfurol zu- 
Ze-etzt war, traten schlecht charakterisierbare Mischreaktionen 
Kohlehydrate beeinfluften dagegen bei Zimmertemperatur 
Tryptophanglyoxylsaéurereaktion nicht. Die Farbung, welche 
yptophan, selbst bei langerem Erwarmen mit Salzséure, gibt, 
“ativ gering. So gab 0,01 g Tryptophan, durch zwei Stunden 
10 ccm Salzsiure erwarmt, nur Werte von € zwischen 
2 und 0,3. 


/ 


Vergl. Kihne und Chittenden, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXII 
Krukenberg, Chem. Unters. z. wissensch. Med.. S. 98. 
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I]. Versuche mit Eiweibkorpern. 


Mit altem «wirksamen» Ather und Salzséure gaben schop 
in der Kilte blauviolette Fiirbungen verschiedene Eiweibk6rper, 
Gelatine und Hiimoglobin ausgenommen, und Albumosenpraparate. 
Bei ersteren haftete der Farbstoff an den ungelésten Substanzen, 
bei letzteren wurden schon bei Zimmertemperatur klare }lau- 
violette Lésungen erhalten. Erstere verwandelten sich, durc’, 
einige Minuten im Wasserbade erhitzt, in klare Losungen, be; 
langerem Erhitzen wurden diese rotviolett. Mit Glyoxylsiure 
traten erst beim Erwiairmen Farbungen auf, und zwar gleich 
violette Farben. 

Im iibrigen sind die mit beiden Reagentien erhaltenen 
Xesultate niiherungsweise die gleichen, auch betreffend das 
Abblassen bei Zimmertemperatur, analog den entsprechenden 
Tryptophanproben. 

In optischer Hinsicht zeigte sich aber zwischen den Trypto- 
phan- und den Eiweifreaktionen ein betrachtlicher Unterschied, 
indem die Lichtausléschungen, auch das Extinktionsmaximum. 
dem kurzwelligen Ende des Spektrums niher geriickt waren 
Es mdgen hier zwei Aufnahmen Platz finden, von I. 0,0548 ¢g 
Ovalbumin, mit Ather tibergossen, in 10 ccm Salzsiiure unter 
kurzem Erwiirmen gelist (D), II. von 0,0255 g Casein, erwiirm! 
mit etwa 1,5 mg Glyoxylsiéure und 10 cem Salzsaure (E). 


I. | Il. 
Wellenlinge @ € | Wellenlinge @ 

680 38,2 0,209 | 680 44.7 0,30 
646,5 51,4 0410 | 660 52.3 0,427 
626 584 O561 | 640 58,5 0,564 
592 64.5 0.732 | 620 63.9 0,713 
59 64,8 0,742 | 600 69,1 0.900) 
532 60,3 0,610 | 580 71.5 (0.997 
510 54,6 0474 | 560 71,6 10002 
D40) 68,9 (887 
| 520 64.5 (),732 


Werden diese Proben durch liingere Zeit erhitzt, so tnt! 
keine Entfarbung ein wie bei Tryptophanlisungen, sondern ‘ie 
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Pyrpurfiirbung, welche Cole!) der Tryptophanfurfurolreaktion 
»<chreibt. Die letzteren LOsungen zeigen kein rasches, auf- 
endes Nachdunkeln wie die Tryptophanfurfurolreaktionen ; 
mogen zwei Untersuchungen hier Aufnahme finden. 
|. 0,0228 g Ovalbumin | Il. 0,0911 g Casein 

10 cem Salzséure (H). in 10 cem (J). 
Vellenlange 0) € € 
u 680 44.6 0,310 36,0 0,184 
ch | 46.3 49,7 0,378 0,247 
| 126 52,2 0,425 0,283 
2 59,3 0, D84 0.337 

y 65,3 0.758 0,479 
Cn 528 72.1 1,025 0,663 
10 73,3 1,083 0,701 
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Durch eine Ubereinanderlagerung der Tryptophanglyoxyl- 
-iurereaktion mit der soeben charakterisierten liebe sich vielleicht 
Verschiedenheit der Spektren von Tryptophanglyoxylsaure 
Eiweibglyoxylsaure erkliiren. Aber die beim Kochen von 
ei, mit Salzsiure eintretende Farbung braucht geraume Zeit 
hrer Entstehung; es ist nicht anzunehmen, dali die Gegen- 
der Glyoxylséiure auf letztere Reaktion beschleunigend 
+. Inwieweit diese Verschiebung in der Lichtausloschung 
° h die Erwarmung der Proben bewirkt ist, diirfte aus den 
zenden Versuchen hervorgehen. 
Eine mit Glyoxylsdéuresalzséure angestellte Eiweibprobe 
rde im Wasserbade solange erhitzt, bis die Blauviolettfarbung 
durch eine rote Farbe verdraéngt wurde. Dann wurde die 
oe stark mit Salzséiure verdiinnt und bei Zimmertemperatur 
Ulvoxylsdure versetzt. Bei geeignetem Zusatze trat nach 
nizen Stunden eine der analogen Tryptophanreaktion sehr 
che Farbe und Lichtausléschung auf, der rote Ton war 
wo if ~ yollig zuriickgedriingt. 
7 Ferner wurde Heteroaibumose, welche schon Kiihne und 
- &§ vittenden?) als durch intensive, violette Bromreaktion aus- 
chnet beschrieben haben, bei Zimmertemperatur in Salz- 
JelOst, mit Glyoxylsaure versetzt und nach einigen Stunden 


Engl.) Journ. of Physiology, Bd. XXX, S. 314. 
Zeitschrift f. Biologie, Bd. XX, S. 46. 
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spektrophotometrisch untersucht. Bei Verwendung von 0,0103 , 
Heteroalbumose mit 0,0004 g Glyoxylsaure in 10 ccm rauchende: 
Salzsiiure wurden folgende Werte erhalten (M): 













































































Wellenlinge @ € 

680 29.0 0,116 

660 34,3 0,166 

640 4A ,7 0,254 

619 49 4 0,373 

GOO Db,4 0,514 

5RO D8,7 0,569 

560 57,9 0.549 

HAO d4,9 0,481 

520 AY 3 0,371 
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Es ergab sich also, daB die Reaktion von der mit freie! 
Tryptophan bei Zimmertemperatur verschieden ist, jedoe 
nicht in dem Mabe, als die der erhitzten Lésungen. Beim *> 












































seben hatte. 
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en dieser Heteroalbumosenprobe trat eine stirkere Ver- 
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yyiebung der Lichtextinktion gegen das Blau des Spektrums 


Analoge Resultate wurden mit einem Peptonpriparate un- 
onter Herkunft erhalten. 
Salzsiiure allein nur eine geringe weinrote Farbung ge- 


welches bei lingerem Erhitzen 
Die Lichtausléschung der erhitzten Probe wurde 
mit der bis zur 


ettfarbung erhitzten Tryptophan-Glvoxylséureprobe. 


vollkkommen ibereinstimmend gefunden 
Ks ist daher eine Superposition der dem Furfurol zuge- 
ebenen Tryptophanreaktioniiber die Lichtausloschung, welche 
<ylsdure hervorbringt, bei der usuellen Ausfiihrung der Probe 


cuschlieBben und ebenso zeigt sich, dali die Verlagerung der 


tauslOschung nicht ausschlieblich auf Wiarmewirkung zuriick- 


ihren ist. 


Ich mOchte aus diesen Versuchen den Schluf ziehen, dal 
ndungsform des Tryptophans einen Einfluf auf den Farben- 
resp. die Lichtausloschung der Probe habe, und dafi be 
zsenuinen EiweiBkéorpern resp. ihren hodheren Spaltungs- 
‘ikten eine verschiedene Bindung des Trvptophankomplexes 

len ist. 

Mit Beziehung auf die jiingst erschienene interessante Mit- 
ng von F. A. Steensma!?) iiber die Modifikation einiger 

reaktionen durch geringfiigigen Nitritzusatz mochte ich 
rheben, dafi die verwendeten Praparate und Reagentien 

el waren. 





Unterschiede zwischen det 


tion, welche Tryptophan mit Furfurol und Salzsaure zeigt. 
ler Reaktion mit Rohrzucker und Salzsaure. Diese Unter- 
ie fiihrten mich darauf, die Pettenkofersche Gallensi&ure- 
‘ion, welche gelegentlich mit letzterer Reaktion identifiziert 

ist oder wenigsters in Beziehungen zu anderen Eiweib- 


Auffallend sind die grofen 


9 


nen gebracht wurde,?) photometrisch zu untersuchen. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 25. 

Verg]. Kihne und Chittenden, Zeitschrift f. 
Krukenberg, l.c. S$. 98: Cohnheim, Chemie d. E:weihk 


S. 5, bringt Pettenkofers Reaktion in Beziehung 


‘on Molisch 









1Ds8 Franz Bardachzi, 













Ich habe die Reaktion, wie in E. Ludwigs Laboratorium seloy 
seit Jahren iiblich, mit rauchender Salzsiure ausgefiihrt an Stell. 
der gewohnlich verwendeten Schwefelséure. 

Es ergab sich dabei das tiberraschende Resultat, dat) dic 
Spektralbilder wesentlich verschiedene sind, wenn die Reaktioy 
mit Furfurol und wenn sie mit einer Spur Rohrzucker ays. 
gefiihrt wird. 

Die fiir beide Reaktionen erhaltenen Lichtextinktionswert, 
mogen hier Platz finden. 
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sdure mit einer Spur Furfuro]l II. Cholsdure mit 2°/o Rohrzucker 


4 k p. anal. zur Priifung der und Salzsdéure erwarmt ‘R 
He , rine) und rauchender Salz- 
| kurz erwarmt (P). 
ie yelleniange Pp € Wellenlinge @ é 
‘i KD) 35.) 0.179 680 35,0 0.173 
i 5 35,7 0,181 660 39.0 0.219 
- 31,2 0,221 640) 42.0 0.258 
2 43,8 0.283 619 53,5 0.451 
lt 580) 50.2 0.388 600 63,2 0.692 
58,2 0,556 530 64,4 O.868 
68,1 0.857 D6U 67.5 O.834 
‘9 73.8 1,109 D4 64.7 0.738 
73,7 1,104 520 64,5 0,732 
3 79,0 0,932 HOU 61.5 0.645 
24.3 64,7 0,738 
{7 62.7 0.680 





vergl. eine Bemerkung von Mylius, Diese Zeitschrift, Bd. XI, 5. 





Uber die Isolierung reinen Harnstoffs aus menschlichem Harne, 
Von 
























Dr. Fritz Lippich, Assistenten am Prager deutschen med.-chem. In 
b] be) 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Prager deutschen Universiti! 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1906.) 


Ks ist bekannt, dafi keine der gebréauchlichen Harnst.: 
bestimmungsmethoden den wirklichen Harnstoffgehalt wie: 
gibt, daf} vielmehr immer hohere Werte erhalten werden, ince 
andere stickstoffhaltige Substanzen nicht auszuschlieBen sin: 
Bei den zwei besten Bestimmungsverfahren, nach Pfliiger- 
Schondorff und nach Morner-Sjoqvist, gilt dieser Fehie 
als so geringfigig, da er fiir die meisten Zwecke nichit 
Betracht kommt. Auf Grund solcher Bestimmungen war m: 
berechtigt, den mittleren Harnstoffgehalt des menschlichen Hari: 
zu 2°/o anzunehmen. 

Um so groberes Aufsehen muBten die 1903 und 194 ¢ 
schienenen Arbeiten W. O. Moors!) hervorrufen, als der 
wichtigstes Ergebnis die Mitteilung sich darstellte, der Har:- 
stoffgehalt des menschlichen Harnes sei um das Doppelte ibe: 
schiitzt worden. 

Ist diese Behauptung richtig, und manche Erfahrungen | 
die Schwierigkeit, reinen Harnstoff aus Harn zu isolieren, schic! 
zugunsten der Mitteilung Moors zu sprechen, dann gerii + 
Fundament unserer Stoffwechsellehre ins Wanken. Moors Ln! 
suchungen sind in Beilsteins Laboratorium ausgefiihrt, 
seine Ansicht wird mit groBer Bestimmtheit in ausfiihriic’ 


') Wm. Ovid Moor, Uber den wahren Harnstoffgehalt des me. 
lichen normalen Harnes und eine Methode, denselben zu bestimmen. « 
schrift f. Biologie, Bd. XLIV, S. 121. 

Derselbe, Harnstoff und Urin, ebenda, Bd. XLV, 5. 420. 
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ing vertreten. Es haben bereits mehrere Autoren!) gegen 
stellung genommen oder wenigstens einige seiner Angaben 
eifelt. Von einer Kritik dieser Erwiderungen auf Moors 
<e] hier abgesehen, doch scheint mir die priizise Abwehr 
ehauptung durch diese Publikationen nicht erreicht. 
ne Bei der Wichtigkeit der Frage diirfte eine eingehende 
<uchung wohl nicht iberfliissig erscheinen. 
er Ubersichtlichkeit wegen mégen kurz die wesentlichsten 
Moors zusammengefaBt werden: 
ier Harnstoffgehalt des menschlichen Harnes ist bis jetzt 
estens um das Doppelte Uberschatzt worden. Der Grund 
egt in der Gegenwart einer dem Harnstoff innig an- 
en Substanz (Urein), welche bei allen bisherigen Be- 
ngsmethoden mitbestimmt wurde. Das Urein ist gelb. 
erst hygroskopisch, lOslich in denselben Losungsmitteln 
ni § ‘arnstoff, mit Ausnahme des Amylalkohols, trotzdem durch 
- & kohol nicht vollstandig vom Harnstoff trennbar | vielleicht 
hier . dab eine Verbindung von Urein mit Harnstoff besteht. 
ft f. Biol., Bd. ALIV, S. 145). 
rein gibt alle Fallungsreaktionen des Harnstoffs: im 
zr satz zu diesem ist es durch Permanganat schon in der 


xydierbar. Das Oxydationsprodukt ist eine gelbe, fettige 


vialkohol mit Athylalkohol vom Harnstoff befreit werden. 


gefallt, wenn 


Aro ~bernitrat wird dieses Oxydationsprodukt g 
| ‘langere Zeit auf 85° erhitzt worden war: doch scheint 
dlung nicht immer vollkommen gewesen zu sein. Tier- 
ibt grobe Mengen von Urein mit. relativ am wenigsten 
Harne selbst. 
is Urein ist der quantitativ wesentlichste Harnbestandtei! 
Erben, Diese Zeitschrift. Bd. XXXVIII. S. 544 
W. Camerer, Zeitschrift f. Biologie. Bd. XLVI. S. 322 
Kuljabko, Physiologiste russe. Bd. Il, S. 131 und 214 (1900 
und 1901). (Kurze Entgegnungen auf eine erste Mitteilun 
Moors, ebenda §. 128 
Folin, Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII. S.550. Kurze Bemerkung. 
’ J. Gies, zitiert nach J.B. f. Tierchemie, 1904, Bd. XXXIV, 35. 383. 


nace und Gies., zit. n. Chem. Zentralblatt. 1904. Bd. |] 


— 
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im Menschenharn und bedingt einen groBen Teil von dessa, 
arbung. 

Ks erscheint mir auflallend, dafi Moor nirgends Pat, 
angibt iiber die Keinheit des von ihm nach der Trennune \ 


m= V 


Urein erhaltenen Harnstoffs. Gerade beim Harnstoff stellt z. p 
die leicht ausfihrbare Bestimmung des Schmelzpunktes ein eute. 
Kriterium der Reinheit dar. Moors Bestimmungen des Happ- 
stoffgehaltes laufen auf Titriermethoden heraus; bei isoliertey 
Harnstoff beschriinkt er sich auf die Beschreibung der Kry- 
stallisation und den Hinweis auf die Abwesenheit hygroskopische: 
Substanzen. So ist aus seinen Untersuchungen nicht einmal de 
Schlu} erlaubt, daB er tatsiichlich nur Harnstoff mehr isoliert hat 

DaB die Darstellung reinen Harnstoffs aus Harn grojjey 
Schwierigkeiten unterliegt, weih jeder, der sich damit beschiiftig 
hat. Selbst nach mehrmaligem Umfillen und Umkrystallisiere 
gelingt es kaum, vollkommen farblose Praparate zu erhalte: 
Man beobachtet ferner, dafi beim Stehen an der Luft eine meh 
oder minder intensive Gelbfarbung auftritt, dab die Krystal 
beim Erwiirmen einen charakteristischen «<urinédsen» Gerw 
geben, der dem reinen Harnstoff nicht zukommt. Allerding- 
zeigt sich eine analoge Schwierigkeit der Reindarstellung aus 
Harn auch bei anderen Substanzen; so halt bekanntlic) 
Harnsiiure hartnickig Farbstoffe und wahrscheinlich auch Chir- 
mogene fest: welche Miihe erfordert nicht die Darstellung reine: 
Traubenzuckers aus Harn! 

Ahnliche Erfahrungen hat man ja ganz allgemein bei de 
Reingewinnung von Substanzen aus Losungen von komplizierte: 
Zusammensetzung gemacht; man weif, dai das Krystallisations- 
vermégen dureh die Gegenwart anderer Substanzen, die ma’ 
von vornherein fiir diesbeziiglich indifferent halten mdchi 
sehr beeinflubt werden kann. Daher schien es aussichtslo- 
durch fortgesetztes Umfallen oder durch fraktionierte Krystalli- 
sation zu reinem Harnstoff aus Harn zu gelangen und (et 
Harnstoffgehalt des Harnes auch nur niherungsweise aus (le! 
isolierten Menge zu beurteilen. 

Ich habe mir die Aufgabe gestellt, den sicheren Minima'- 
gehalt reinen Harnstoffs in verschiedenen normalen mest! 
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Harnen zu eruieren, zugieich aber den Verlust an Harn- 
he. der Isoherung, wenigstens niiherungsweise. kennen zu 
_vorderhand ohne auf die Natur des «Ureins» einzugehen 
in erster Linie untersuchte ich den EinfluB, den die Farb- 


L soe des normalen Harnes auf die Bestimmung des Harnstoffs 
siben. Zu diesem Behufe muBbte eine vollkommene Ent- 

n- rbung des Harnes erreicht werden, ohne dafi ein groferer 
b Verlust an Harnstoff eintrat. Ich habe die verschiedenartigsten 
\. ‘irbungsversuche ausgefiihrt, jedoch nur bei Verwendung guter 
e} | jerkoble das erste Postulat der vollkommenen Entfirbung erreicht, 
e) enn eine hinreichende Menge der Tierkohle verwendet wurde. 
at Keim Schitteln in einer Schiittelmaschine durch eine halbe 
an Sunde wurden 500 cem Harn meist durch 7—12 g Tierkohle 
g in einigen Fallen war eine grébere Menge Tierkohle. 
C1 -. ein zweites Schitteln des Filtrates mit frischer Tierkohle 
ndig. Die Hauptmenge der Tierkohle wurde durch Filtration 

hI ein Filter aus dickem Filtrierpapier, der Rest durch Fil- 


durch Asbest entfernt. 
~o behandelt unterschied sich das Filtrat augenfallig absolut 
ron einer daneben gesteliten Probe destillierten Wassers. 


Te - -¢) dies hervorgehoben, weil die Ausdriicke «farblos» und 
rbt» in der chemischen Literatur manchmal nicht zu 

ri. J senommen werden. 

e| Ks war nun zu untersuchen, wie grof} der Verlust an 


if bei diesem Verfahren ist. Zuniichst mubten Versuche 
instlichem Harnstoff ausgeftiihrt werden. Ich verwendete 


te! Merck bezogenes, als Urea purissima_ bezeichnetes 
ns- rat. Von diesem wurde eine etwa 2°/oige Lésung her- 
ja ER 2s elt. der genaue Harnstoffgehalt durch Stickstoffbestimmung 

Kjeldahl ermittelt. 500 cem der Lésung wurden mit 
0: | ©. lierkohle durch eine halbe Stunde geschiittelt, im Filtrate 
| wiederum der Harnstoffgehalt bestimmt. Ein analoge: 
len ers wurde mit einer 1.4°/oigen Losung und mit 10 g Tier- 


isgefiihrt. Dabei wurden folgende Resultate erhalten: 

Versuch mit der ca 2°/oigen Lésung. Der Harnstoff- 

ergab sich zu 1,991 °/o, nach dem Schiitteln mit 7 g Tier- 
1.876°/o. Der Verlust an Harnstoff betrug also 5.7 
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2. Versuch mit der ca. 1,4°/oigen Losung. Der Harnstqjf- 
gehalt ergab sich zu 1,488°/o, nach dem Schiitteln mit 10 g Tjep- 
kohle zu 1,372°/o, entsprechend einem Verluste von 7,7 
Wenn nun auch die Tierkohle dem zweiten oben ge. 
stellten Postulate nicht vollkommen entspricht, so multe man 
sich doch sagen, dab wahrscheinlich eine gleiche Menge yx, 
Tierkohle im Harne eine geringere Menge von Harnstoff zuriick- 
halten werde als in reinen Harnstofflosungen, da in erster Linje 
die komplizierter zusammengesetzten Substanzen, wie auch die 
Farbstoffe, von der Tierkohle gefillt wiirden und dadurch ny 
ein Teil der Tierkohle fiir Harnstoff wirksam bliebe. Allerdings. 
wenn das gefiairbte Urein Moors durch die Tierkohle eliminier 
wird, miibte ein wesentlich gr6Berer Teil des bisher als Harn- 
stoff gedeuteten Korpers verschwinden. 
Die Versuche gaben folgendes: 





i Stickstoff | Harnstoff °/o 
5OO cem lierkohle Pfliige 
0 M. Sj. H,PO, co 





hi 
eenuin — | 06933 | 1,314 | 1.292 
Harn | 7 _ ew” a _. _ 
entfiirbt ‘g 0.6244 | 1,276 1.256 
genuin — 0.7574 1.410 1.365 

Harn Il . 7 | wie 1 al aces | 
entfarbt ig 0.70906 1.374 L3ti 

5 } | 

senuin — _— _ 1.638 

Harn Ill 7 | | : 
entfarbt 12 ¢g _ | — 1.5 
_  genuin — | — | wat | 1.376 
Harn I\ | | oe 
entfirbt 9g | — — | 1.356 
genuin _— —_ 1.436 
Harn V e | | | aie 
entfirbt i2@¢ | _ — | 1.392 


| 

Die verwendeten Harne stammten von im Stoffwechse- 
cleichgewichte befindlichen Miannern. Die Methode von Pfliizer- 
Schéndorff wurde nach der von Pollak!) angegebenen, 1 
hiesigen Institute seit mehreren Jahren verwendeten Modifikation 
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jusgefiihrt, die sich von der iiblichen (s. Hoppe-Seyler-Thier- 
a | elder, Analyse, 7. Aufl., S. 428) durch nur geringfiigige Details 
nierscheidet, trotzdem aber etwas niedrigere Werte zu geben 

; <-heint als diese. Die Dauer des Schiittelns mit Tierkohle betrug 
n genau eine halbe Stunde. Die einzelnen Werte sind Mittel- 
hien aus je zwei miteinander gut stimmenden Bestimmungen. 

3 | ks ergibt sich also im Mittel ein Verlust von etwa 2.9°/» 
als Harnstoff bestimmten Substanz. Da die Entfiirbung der 

le | Harnproben eine vollstindige war, mub das Urein Moors 
entweder in reinem Zustande farblos sein, oder durch die Tier- 


1 


kohle vollkommen ausgefillt werden, dann kann aber, wenn 


rt | es gefiirbt ist, seine Menge eine nur geringe sein.  Jedenfalls 
n- | -| der Beweis durch diese Versuche geliefert, da die Harn- 
‘arbstoffe auf die nach gebriiuchlichen Methoden ausgefiihrte 
Harustoffbestimmung keinen nennenswerten EinfluB ausiiben 


nen, Beriicksichtigt man, dali unsere Harnstoffbestimmungs- 

methoden ftir die zweite Dezimale der angegebenen Zahlen 

schon unsichere Werte liefern, so darf der Harnstofiverlust 

— soll als im Sinne der Isolierung von Harnstoff geringfigig be- 
linet werden. 

Hervorgehoben mu werden, dafi aus den so entfirbten 

Harnen keineswegs alle die Harnstoffkrystallisation stOrenden 

substanzen entfernt sind; bekanntlich enthilt jeder Harn Chromo- 

ue. Man kann mit dem farblosen Harnfiltrate, wenn auch 

in dem Grade wie mit genuinem Harne, die Bildung von 

rarhstoffen erzielen, sowohl durch Lufteinleiten bei hoOherer 

lemperatur (auch unter vermindertem Druck), als auch durch 

Siurewirkung, Beim Erwiirmen auf ca. 40° zum Zwecke der 

Aonzentrierung unter dem Durchleiten von Luft bei ca. 20 mm 

‘Juecksilberdruck werden stets gelblich gefiirbte Riickstinde er- 

| wird ein solcher Riickstand gar bei 100° im Trocken- 

sasien an der Luft getrocknet, so wird er stark gelb und sirupdos. 

te Alinliches gilt von Riickstinden der aus entfiirbtem Harne ge- 

enen Alkoholitherextrakte, bei diesen ist aber der EinfluS 

Verunreinigungen der Extraktionsfliissigkeiten (die bekannlich 

inehr Sauerstoff absorbieren als Wasser) wohl zu_beriick- 

‘ichtiven. Die Gelbfarbung entstand nicht, wenn beim Ab- 


-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII 12 
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dampfen im luftverdiinnten Raum Wasserstoff eingeleitet wurde. 

Es sind also zweifellos in den entfirbten Harnfiltraten, wie 

sie erhielt, noch leicht oxydable Substanzen enthalten. 
Wenn das Urein Moors unter den noch vorhandeye; 
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Chromogenen enthalten ist, so muB es wohl — nach den Ap- 
gaben Moors — mit einem der gebrauchl.chen Harnstoffillungs- 
mittel gefallt werden. Weder das Behandeln mit Tierkolh)|, 
noch das Abdunsten in der diinnen Wasserstoffatmosphare kénne; 
es wesentlich alteriert haben. 

Im folgenden ging ich mit dem Vorsatze um, solche Harn- 
stoffallungen moglichst quantitativ auszufiihren. Bei der Analys 
dieser Niederschlige miibten sich dann doch Beimengungey 
sofort bemerkbar machen! 

Wie sich bei der Voruntersuchung ergeben hat, ist de 
Stickstoffverlust fiir die als Harnstoff angesprochenen Substanzen 
beim Behandeln mit kleinen Mengen von Tierkohle gering: 
habe daher nur so entfarbte Harne zu den folgenden Untersuch- 
ungen verwendet und diesen Verlust nicht weiter beriicksichtig: 

Zur Trennung von anorganischen Substanzen erwies sic! 
das Verfahren nach Morner-Sjoqvist (Zusatz von Baryt- 
mischung und Ausfillung mit Alkoholither) als zweckeut- 
sprechend; der Riickstand vom Alkoholather hatte zur [solierun 
des priisumptiven Harnstoffes dienen konnen. Wie schon er- 
wiihnt, gedachte ich jedoch eine Fillungsmethode anzuwenden, 
denn es erschien nicht einwandsfrei, den Harnstoff direkt davr- 
zustellen, durch Umkrystallisieren zu reinigen und die Verlusti 
niherungsweise zu berechnen. Zu analysenreiner Darstellung 
hatte doch das Umkrystallisieren Ofter ausgefiihrt werden miissen 
dies wollte ich vermeiden wegen des Einwandes, daf eben durch 
das Umkrystallisieren hartniickig haftende Beimengungen eni- 
fernt worden waren. 

Unter den bekannten, schwerlidslichen Verbindungen des 
Harnstoffs ist die Auswahl nicht grof8. Die Palladiumverbinduny 
schlieft schon der Kostenpunkt aus, die Quecksilberver)i- 
dungen!) sind wegen der Inkonstanz ihrer Zusammenset/\iiZ 




















!) J. v. Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. LXXXV, S. 2'4 
G. Ruspaggiari, Gazz. chim. ital., Bd. XXVIf [I], 5. 1, 18:7 
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und wegen ihrer Zersetzlichkeit bei der Reinigung kaum ge- 
ejmnet, auch die Verbindung mit Salpetersiiure kann wegen der 
Zerystorung von Harnstoff bei ihrer Bildung nicht in Betracht 
kommen. Ebenso sind die schwerloslichen Verbindungen, welche 
einige Aldehyde!) mit Harnstoff geben, zu seiner quantitativen 
lsolierung ungeeignet, da die letzteren Reaktionen umkehrbare 
Reaktionen (im Sinne des alten Sprachgebrauches) sind, und 
die Verschiebung des Gleichgewichts bis zu einer quantitativen 
Ausfiillung des einen reagierenden Korpers noch nicht gelungen 
ist. Dasselbe gill von der Hydrazinverbindung;?) ebenso hat 
Verfasser mit der Opiansaure*) Versuche angestellt, ohne eine 
yuantitative Fallung erzielen zu kénnen. Uber die Silberver- 
bindungen*) liegen in der Literatur keine ausgedehnteren Er- 
‘ahrungen vor, eigene Versuche ergaben keine giinstigen Resultate. 

Kinzig die Verbindung des Harnstofls mit Oxalséure schien 
zu dessen Isolierung brauchbar zu sein, und man konnte hoffen, 
bel sorgsamer Auswahl geeigneter Extraktionsmittel sie ohne 
Umkrystallisieren analysenrein zu erhalten. Zur quantitativen 
bestimmung des Harnstoffs ist diese Verbindung trotz der alten 
\ngabe v. Brtickes®) meines Wissens nur einmal verwendel 
worden von Freund und Topfer:*) durch H. Pollak?) ist 
aber die Unzulanglichkeit des Verfahrens dieser beiden Autoren 
nachgewlesen. 


') H. Schiff, Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. CLI, 5. 186, 1869. 
EK. Liidy, Monatshefte f. Chem., Bd. X, 1890. 
R. May, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. LXVIII. 
M. Jaffé, Therapie d. Gegenwart, 1902. 
C. Goldschmidt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIX, S. 2438, 
1896. 
KF. v. Hemmelmayr, Monatshefte f. Chemie, Bd. XI, 1891; dazu: 
F. M. Litterscheid, Liebigs Ann., Bd. CCCXVI, S. 157, 1901. 
Pietro Biginelli, Gazz. chim. ital., Bd. XXIII [I], S. 360, 1893. 
2) M. Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 532, 1897. 
*) A. Bistrzycki, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, 5. 2518. 
‘') E. Mulder, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1873, 5S. 1019. 
*) v. Briicke, Monatshefte f. Chem., Bd. IU, 5. 195. 
°) E. Freund u. G. Tépfer, Wiener klin. Rundschau, 13. Jahrg., 
<3, 3. 371, 1899. 
") loco cit. 
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Ich muBte daher die Eignung dieser Verbindung durc 
neue Versuche zu erweisen trachten, zumal v. Briickes Not, 
keine analytischen Belege enthalt. 

In erster Linie wurde versucht, den gefallten oxalsaurey 
Harnstoff zur Wagung zu bringen. Um iiber die Fehler bei diese, 
Abscheidung ein Urteil zu gewinnen, habe ich Versuche yj; 
reinen Harnstofflésungen ausgefiihrt. 

teinster von Merck bezogener Harnstoff wurde aus Ather- 
alkohol zur Befreiung von Spuren von Cyanamid, die den Schmelz- 
punkt doch schon beeinflubten, umkrystallisiert, bis die Krystalle 
genau bei 132° schmolzen. Eine gewogene Menge derselhey 
wurde in absolutem Weingeist gelost, die LOsung mit krystalli- 
sierter Oxalsiiure gesiéttigt, nach mehreren Stunden auf ve- 
wogenem Filter filtriert, mit Ather gewaschen, im Schwefel- 
siiureexsikkator getrocknet und gewogen. Die Resultate waren 
unbefriedigend. Sie waren auch nicht besser, wenn wassertrcie 
Reagenzien verwendet wurden, ebensowenig, wenn statt der 
alkoholischen Harnstofflosung eine solche in Weingeist uni 
Ather (1 Teil Weingeist auf 1—2 Teile Ather) verwendet wurde. 
Bei der Losung der tiberschiissigen Oxalsaure geht reichilic| 
oxalsaurer Harnstoff in Losung. 

So gaben 0,499 g Harnstoff 0,7796 g oxalsauren Harn- 
stoff. Die Léslichkeit desselben in Ather betrigt 0,002°/0,!) zum 
Auswaschen waren 700 ecm Ather verbraucht worden, was 
einem Verluste von 0,014 g entspricht; somit wiiren anscheincnd 
90,82°/9 der urspriinglichen Harnstoffmenge gefunden worden: 
bei der Analyse ergab aber das Priiparat 20,25°/o Stickstoll 
statt des berechneten Stickstoffgehaltes von 26,71°/o. In Wuirk- 
lichkeit sind also nur 68,9°/o Harnstoff wiedergefunden. Alin- 
liche Werte wurden bei mehreren derartigen Versuchen gefunden. 

Dieses Ergebnis sei mitgeteilt, um zu zeigen, dab das h.- 
sultat der Wiigung ohne folgende Stickstoffbestimmung nicl 
beniitzt werden darf; gelegentlich sind in der Literatur?) s: 
Wiigungen in scheinbar guter Ubereinstimmung mit dem berech- 


') Beilstein, Handbuch d. organ. Chem., 3. Aufl., 1. Ergin: 
band, S. 726. 
W. O. Moor. |. c. 2. Abhdlg., 8S. 450; vergl. auch H. Polla+ 
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neten Wagewerte angefiihrt; ich kann nicht ausschlieBen, dai 
hier und da ein gliicklicher Zufall im Spiele war. 

Auch der Ersatz des Weingeistes durch Amylalkohol lieferte 
keine viel besseren Resultate. SchlieBlich gelang es, unter Ver- 
zicht auf die Wagung ein Verfahren zu finden, mittels welches 
der Harnstoff annihernd quantitativ wieder zu gewinnen war. 
bs sei hier nur die definitive Ausfiihrungsart mitgeteilt. 

0,2—0,3 g des reinen Harnstoffs wurden genau gewogen, 
in einem kleinen Becherglase in mdglichst wenig Amylalkohol 
yon Merek pro analysi, das Praparat gab weder mit Oxal- 
siure, noch mit Salzsaéure eine Rotfiirbung und hinterlieB beim 
Abdampfen auf dem Wasserbade keinen Riickstand) unter vor- 
sichtigem Erwaérmen (um Urethanbildung zu vermeiden) auf- 
velist. Nach dem Abkiihlen wurde sublimierte, wasserfreie 
(xalsiiure in Substanz, und zwar in groBem Uberschusse zu- 
cefiigt, nach gutem Verriihren mit einem Glasstiébchen wurde 
mit dem 2—3fachen Volumen trocknen, iiber Natrium destillierten 
\thers, der mit wasserfreier Oxalsiiure gesiittigt worden war, 
verdiinnt und 24 Stunden abstehen gelassen. 

Bei diesen Operationen muf die Luftfeuchtigkeit méglichst 
ausveschlossen werden. Es geniigt, das Becherglas in einem 
geriiumigen Praparatenglase mit gut eingeschliffenem, gefettetem 
Glasstopsel aufzubewahren, Schwefelsiure- oder Chlorcalcium- 
exsikkatoren sind nicht verwendbar. 

Nach 24stiindigem Stehen wurde durch ein Filter aus 
reinstem Filtrierpapier filtriert, das Becherglas mit gesittigter 
itherischer Oxalséurel6sung ausgespiilt und der Niederschlag 
zum grobten Teile auf das Filter gebracht. Der letzte Rest des 
Niederschlages wurde nach dem Verdunsten des Athers mit 
einer Federfahne aufgebracht; wenn dabei auch ein leichtes 
Verstiiuben eintritt, ist ein nennenswerter Verlust durch die 
Verdiinnung des Niederschlages mit Oxalsiiure nicht mehr zu 
hefirchten. Niederschlag und Becherglas wurden nun noch 
<—smal mit trockenem, reinem Chloroform ausgewaschen. 

Hierauf wurde ein 300—400 cem fassender Kjeldahl- 
Kolben mit 1,5 g Kupfersulfat und 8 g Kaliumsulfat besehickt, 
‘is Filter mit dem lufttrockenen Niederschlage hineingebracht 
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und mit 20 ccm konzentrierter Schwefelséure erwarmt. Anfangs 
muffs; wegen des starken Schéumens vorsichtig erhitzt werden. 
Nach der Zersetzung wurde in der iiblichen Weise das ge})j\- 
dete Ammoniak destilliert, das Destillat in tiberschtissiger | ,- 
N.-Schwefelsiiure aufgefangen und mit !/10-N.-Lauge zuriicktitriert. 
Im folgenden sind die Schwefelséurewerte auf !/10-N.-Séure im- 





cerechnet. 

Mit diesem Vorgange wurden folgende Resultate erhalten 
Verwendet 0.2140 g Harnstoff (Schmelzpunkt = 132°). Pas 
Ammoniak aus der Oxalatfallung verbrauchte 70 cem 1/1)-N- 
Schwefelsiiure entsprechend 0,098 g Stickstoff: daher wieder- 
gefundener Harnstoff — 98,14°/0. Analog die folgenden Werte 

0.1899 g¢ Harnstoff, 62,1 cem 1/10-N.-Schwefelsiure verbraucht, 
entsprechend 0,08694 g Stickstoff oder 98,10 °/o wiedergefundener Harnstoft 
0.1997 g Harnstoff, 65,5 cem '/10-N.-Schwefelsiure verbraucht, 
entsprechend 0,0917 g Stickstoff resp. 98,40 °/o wiedergefundener Harnstofi 
0,2260 g Harnstoff, verbraucht 74,5 cem 1/10-N.-Schwefelséure, 
entsprechend 0,1043 g N resp. 98,95°/o wiedergefundener Harnstoff. 
0.1613 g Harnstoff, verbraucht 52,6 ccm '/10-N.-Schwefelsiiure, 
entsprechend 0,07364 g Stickstoff resp. 98,02 °/o wiedergefundener Harnstofi 
0.2105 g Harnstoff, verbraucht 68,8 ccm t/10-N.-Schwefelsiure, 
entsprechend 0,09632 g Stickstoff oder 98,05 °/o wiedergefundener Harnsto!! 

Das Mittel aus diesen Bestimmungen des in der Oxalat- 
fallung wiedergefundenen Harnstoffes betragt 98,27°/0 des ver- 
wendeten Harnstoffs; eine gréBere Genauigkeit ist bei einer der- 
artigen organisch-chemischen Fallungsanalyse kaum zu erwarten. 

Da auf diese Weise die Moglichkeit der quantitativen 
Abscheidung des Harnstoffs durch Oxalsaure bewiesen war. 
konnte nunmehr diese Methode fiir den entfiirbten Harn ver- 
wendet werden. 

Zu diesem Behufe war es notwendig, den Harnstolf des 
Harnes in amylalkoholische Losung zu bringen. Es wurde in 
folgender Weise vorgegangen : 

In einen Mefkolben von 500 eem Inhalt wurden 20 com 
entfiirbten Harnes und 20 ecm Barytmischung (nach Morner- 
Sjéqvist) gegeben, dann wurde mit einer Mischung aus 1 Tei! 
Ather und 2 Teilen Weingeist unter gutem Umschiitteln au!ye- 
fiillt, wegen der Volumsinderung wurde das letzte Auffiillen 
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his zur Marke erst nach einigem Zuwarten vorgenommen. Nach 
eintigigem Absitzen des Niederschlages wurden 250 ccm mittels 
eines Hebers in einen entsprechenden Mefkolben abgehebert, 
hierauf wurde zur Entfernung von geléstem Baryt Kohlensiiure 
eingeleitet. Nach dem Ersatze des verdunsteten Fliissigkeits- 
‘elles wurde rasch bei bedeckt gehaltenem Filter in einen 
Erlenmeyerkolben filtriert. Vom _ klaren Filtrate wurden 
+) cem unter Durchleiten von Wasserstoff vor der Wasser- 
strahlpumpe bei 40° abgedampft. Der Riickstand im Kolben 
war vOllig farblos. Er wurde iiber Schwefelsiiure im Vakuum 
setrocknet. 

Dann wurde der Kolben mit einem kurzen und so weiten 
Sicigrohre versehen, dafi das herausragende Ende eines im Kolben 
belindlichen Glasstabes in demselben Platz fand; in einem Wasser- 
bade wurde bei 50° mit einer Mischung gleicher Teile Amyl- und 
\thylalkohol der im Kolben befindliche Riickstand mindestens 
viermal extrahiert, wobei mit dem Glasstabe der an der Wand 
haltende Niederschlag abgekratzt und in der Fliissigkeit verrihrt 
wurde. Die Extraktionsdauer betrug 1—4 Stunden, je nach der 
beschaffenheit des Niederschlages. 

Die Extrakte wurden mittels des Glasstabes in einen MeB- 
zylinder gefullt und mit der Extraktionsmischung bis auf 32 ccm 
erginzt, filtriert, dann wurden 20 ccm des klaren Filtrates in 
ei) kleines Destillierkélbchen gebracht. Hier wurde bei 40° 
im Wasserstofistrom vor der Wasserstrahlpumpe der Wein- 
geist. vertrieben, ein etwa entstandener Niederschlag wurde 
durch gelindes Erwirmen gelist, die Fliissigkeit in ein kleines 
becherglas gespiilt, mit Amylalkohol quantitativ nachgewaschen 
ind weiter der oben skizzierten Oxalsdurefiillung unterworfen. 
Jas Volumen der amylalkoholischen Lésung betrug 15—20 ccm. 

Nach den hier gewihlten Mengenverhiiltnissen wurden 
“) com Harn mit Alkoholather auf 500 ccm verdiinnt, davon 
200) cem verwendet, entsprechend 8 ccm Harn. Der Riickstand 
dieser & cem wurde auf 32 ecm gestellt, davon 20 cem ge- 
holamen. Es wurde also der Harnstoff aus 5 ecm Harn bestimmt. 

Nach der Entfernung des Weingeistes blieb gelegentlich 
'z des Erwiarmens noch eine geringe Triibung und ein an 
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der Kolbenwand haftender Riickstand. Diese rithren von Chlori joey 
her und sind belanglos. Es unterliegt keinem Anstande. ein, 
grofbere Menge des Athylamylalkoholextraktes vom Weingeis: 
zu befreien, mit Amylalkohol den Riickstand aufzunehmen. 
filtrieren und von diesem Filtrate den 5ccm Harn entsprechenden 
Teil zu verwenden. Ich habe in einigen Fillen diese letzteye 
Ausftiihrungsart gewahlt und mich dabei tiberzeugt, daB der im 
Amylalkohol bleibende Niederschlag anorganisch ist. 

Selbstverstandlich wurde dieses Verfahren in jeder cin- & 
zelnen Phase durch Versuche einerseits mit reinem Harnstoff, 
andererseits mit Harnstofflosungen, denen verschiedene Salze. 
Chloride und Phosphate, zugesetzt waren, erprobt. Ich hal) 
dabei beobaechtet, dab die Chloride sehr hartniackig haftend 
Verunreinigungen darstellen. Chlornatrium wird regelmiibig iy 
dem Riickstande vom Athylamylalkohol gefunden, ebenso Barywin- 
verbindungen, aber letztere immer nur in Spuren. Diese beide 
bewirken keine Storungen. 

Anders ist es aber, wenn grdfere Mengen von Chior- 
baryum dem Harnstoffe beigemengt sind. Es bildet sich jeden- 
falls eine Doppelverbindung, aus welcher der Harnstoff 1! 
Athylamylalkoholmischung selbst nach mehrstiindigem Extra- 
hieren nicht vollstiindig extrahiert werden kann. Die bekannt 
Harnstoff-Chlornatriumdoppelverbindung wird hingegen durch 
das genannte LOsungsmittel leicht zerlegt. 

Von der Vollstandigkeit der Extraktion kann man sich in folgen 
Weise iiberzeugen: Der durch Athylamylalkohol ungeléste Teil wird 
wenig Ather von dem anhaftenden Amylalkohol befreit, hierauf mit A! 
alkohol extrahiert. Der filtrierte Athylalkoholextrakt wird zur Entfernung 
Ammoniakspuren mit Magnesiumoxyd verdunstet, nochmals mit Weinge's 
aufgenommen und mit alkoholischer Quecksilberchloridl6sung und Lau: 
geprult. 

Ich habe mir die Ansicht gebildet, daB dieses Verhaltev 
der Harnstoffdoppelverbindungen in Beziehungen stehe zu ‘den 
Molekulargewicht der anorganischen Komponente, und gedenk 
diese Idee weiter zu verfolgen. Athylalkohol allein vermag 
auch nicht den Harnstoff aus stiirker baryumhaltigen Gemisch 
vollstiindig zu entfernen. 
StOrender sind gréfere Mengen von Ammoniumye! 
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ingen, von denen allerdings nur eine kleine Menge durch den 
Athvlamylalkohol gelést wird. Ich habe in allen Fiillen auf 
lie Gegenwart von Ammoniumsalzen im Riickstande vom Athyl- 


amylalkoholgemische geprift und regelmibig — bis auf einen 
Fall — nur Spuren davon gefunden. Sie sind ja leicht durch 


Abdampfen mit Magnesiumoxyd bei 40° im_ luftverdiinnten 
Raume zu entfernen, was in dem erwiihnten Falle auch ge- 
shah, in welechem die Ammoniakmenge einen Fehler von 
0.045°,/o vom Harnstoffgehalte hervorgebracht hiitte. Es sei aus- 
lriicklich auf die Moéglichkeit ihres Vorkommens und die Ver- 
pilichtung, auf sie zu prifen, hier hingewiesen. 

Ks selen nun einige KResultate, die mit der angegebenen 
\ethode unter Beobachtung aller Vorsichtsmabregeln gewonnen 
ind. mitgetelt. 

|. Der Harnstoffgehalt des Harnes, gefunden nach Pfliiger-Schén- 

'f, betrug 1,638°/o, nach dem Entfirben mit 12 ¢ Tierkohle 1,590 °/o 
Gefunden wurden mit der beschriebenen Methode: | 


a 


“4s 


a) 1,434°/o (verbrauchte '/10-N.-Schwefelsiiure 23,9 ccm 
b) 1,446°%o ( > . 24.1 

¢) 1,428°/o | » 23.8 
d) 1,452 °/o | 24,2 ) 


Mittel wurden also 1,440°/o Harnstoff wiedergefunden, entsprechend 
90,56 °/o. 

Il. Der genuine Harn gab nach Pfliiger-Schéindorff einen Harn- 

vehalt von 1,436 °/o, nach der Entfarbung (mit 12 g Tierkohle) 1,392 °/o 


(efunden wurden als Oxalat: 
a) 1,350°/o (verbraucht '10-N.-Schwefelsiure 22.5 ccm) 
b) 1,338°/o ( > » 22.3 


im Mittel 1,844°/o, entsprechend 96,55 °/0. 
Ill. Die Harnstoffbestimmung nach Pfliiger-Schéindorff ergab 


senuinen Harn 1,376°%o, im entfairbten (verwendet 9 g Tierkohle) 
1356° 0; nach der beschriebenen Methode wurden gefunden: 
a) 1,308°/o (verbraucht '/10-N.-Schwefelsiure 21,8 cem 
b) 1,278°%o ( > 2 213 » 
c) 1,3511°%o | > 21.85 » 
d) 1,332°/o ( > » 222 


Mittel 1,807°/o, entsprechend 96,38°/o des im entfarbten Harne direkt 
gefundenen Harnstoffs. 

Jede dieser Untersuchungen ist mit einer frischen Probe 

ivefiuhrt, so daBh sie den gesamten Prozeduren des Ver- 


‘ns unterworfen war. Man kann sich aus diesen Werten 
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auch ein Bild uber die Grofe der methodischen Fehler mache, 
Von absoluten Fehlern diirften jene durch die Vernachlissigiy, 
der Niederschlage beim Verdiinnen und Abmessen  aliquoter 
Teile kaum in Betracht kommen. GrdBeren EinfluB diirftey 
die durch Verdunstung der Loésungsmittel entstehenden Fehlep 
haben: in dieser Hinsicht ist auf ein rasches Arbeiten zu sehen. 
Ich habe mit besonderer Sorgfalt geachtet, daB mir dies. 
beziiglich kein gréBerer Fehler unterlief. 

Kindringlichst sei auf den EinfluB unreiner Reagenzie;, 
hingewiesen. Besonders der Amylalkohol stellt da ein dufers 
unangenehmes Reagens dar, indem bei Verwendung unreinen 
Amylalkohols harzige, die Krystallisation hindernde und. bei 
starkem Erhitzen verkohlende Riickstiinde bleiben. Es ist da 
notwendig, reinsten, frisch destillierten Amylalkohol zu_ ver- 
wenden. Durch all dies kann die mitgeteilte Methode keines- 
wegs als ein einfaches, rasch auszufiihrendes Bestimmunegs- 
verfahren bezeichnet werden, sie sollte nur der Aufgabe ¢ge- 
recht werden, reinen Harnstoff, wenn auch mit einigem Ver- 
luste, aus menschlichem Harne zu isolieren. 

Mit Bezugnahme auf Moors Angaben sei nun bemerkt. 
dal} die Riickstiinde nach dem Abdunsten der noch unreinen. 
mit Alkoholather gewonnenen Harnstoffl6sung stets  absolu' 
farblos und niemals irgend hygroskopisch waren. Sie waren 
immer krystallinisch, typische Harnstoffnadeln waren aber 
in ihnen nicht immer zu sehen: dies ist wohl durch das 
rasche Abdunsten zu erkliéren, zum Teil auch dadurch, dai 
der Harnstoff durch das Zusammenkrystallisieren mit Chilor- 
natrium maskiert ist. Ferner sei bemerkt, dab, da Moor fur 
sein Urein die Schwerléslichkeit in Amylalkohol angibt, th 
die fest an der Kolbenwand haftenden Riickstiinde, welche 1! 
den Destillierkélbchen nach der Extraktion des Harnstolls in 
Amylalkohol geblieben waren, (siehe 5S. 171 unten) mit Wasser, 
in welchem sie leicht loslich sind, aufgenommen und auf ihren 
Stickstoffgehalt nach Kjeldahls Verfahren gepriift habe. §s 
wurden stets hichstens Zehntelmilligramme Stickstoff gefunden. 
daher sicher keine irgend nennenswerte Menge von «Ureit 


t 


vorhanden sein konnte! 
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SchlieBlich sei noch hingewiesen auf die bereits hervor- 
vehobene Schwierigkeit, den Harnstoff mit Amylalkohol aus 
-einen Salzverbindungen zu isolieren. Mir ist es unter Ver- 
wendung von Mischungen aus je 50°/o Athylalkohol') und 
\mvlalkohol nicht gelungen, aus einem Salzgemisch von weniger 
's 1 g durch 32 ccm dieses Extraktionsmittels, wenn das Salz- 
vemisch noch feucht war (oder, wie S. 172 erwihnt, gréBbere 
\engen von Baryumverbindungen enthielt), den Harnstoff voll- 
kommen zu isolieren. Bei Moors Titrationsverfahren wird der 
Riickstand von 10 eem Harn, etwa 2 g Salzgemisch ent- 
-prechend, mit 20 cem einer Mischung von Athylalkohol + Amyl- 
dkohol im Verhiltnis 1:9 extrahiert. Es scheint mir ausge- 
chlossen, da’ auf diese Weise eine vollkommene Extraktion 
les Harnstoffs erreicht werden kénne. Auf diesen vermutlichen 
Fehler Moors hat auch schon O. Folin aufmerksam gemacht. 

Obwoh!l nach dem ganzen Verhalten der Oxalatnieder- 
-‘hiiige — dieselben waren rein weib, zeigten keine Spur 
von urindsem Geruch, Josten sich in Wasser vollkommen 
‘arblos auf und bréunten sich beim Verfliichtigen auf dem 
Patinblech nur in ganz geringem Mafie — es mir ausge- 
schlossen erschien, daB sie andere Bestandteile als Harnstoff 
ind Oxalséiure, abgesehen von Spuren, hiétten enthalten konnen, 
war es doch notwendig, diesen Beweis ganz prazise zu er- 
vringen. Ich versuchte diesen Beweis doppelt zu fiihren: 

1. Eine von mehreren Harnstoffbestimmungen nach der 
seschilderten Methode herriihrende Menge von Oxalatnieder- 
--hlagen wurde nach dem Verjagen des Amylalkohols in Wasser 
nter gelindem Erwérmen gelost und mit uberschiissigem Cal- 
iumcarbonat versetzt, die LOsung wurde filtriert und im Wasser- 
‘tolfstrom unter Luftverdiinnung eingedunstet. Nach einigem 
“inengen wurde von einer kleinen Menge noch ausgefallenen 
“aclumearbonates abfiltriert und dieses Filtrat zur Trockene 

vacht. Der Riickstand war rein weil, ohne die Spur eines 
osen Geruches, zeigte die charakteristischen Krystallformen 
Mit steigendem Athylalkoholgehalt nimmt die Liéslichkeit des 
ffes in Weingeist-Amylalkoholmischungen zu, 
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des Harnstoffs und schmolz nach scharfem Trocknen im Vaky)), 
bei 132° zu vollkommen farbloser Flissigkeit. 

Analog wurde der Harnstoff mit Quecksilberchlorid jy); 
reiner Lauge aus dem in Wasser geldsten Oxalat gefallt, yac 
zweimaligem Dekantieren mit Wasser wurde der noch haftende 
Rest der Lauge neutralisiert, hierauf bis zum Auftreten de 
Erscheinungen kolloidaler Losung mit Wasser gewaschen. ;; 
die wiisserige Suspension wurde Schwefelwasserstoff im U}oer- 
schuf eingeleitet, filtriert, im verdiinnten Wasserstoff wurde 
die Lésung eingedunstet. Der Riickstand war farb- und ve- 
ruchlos, aber neben den Nadeln vom Harnstoff war eine kei): 
Menge eines dicken Sirups vorhanden. Es zeigte sich, dal} de 
Sirup sauer reagierte und Salzsiure enthielt. Auf entsprechenden 
Zusatz von Baryumearbonat,!) folgendes Einengen, Extraktioy 
des trockenen Riickstandes mit Weingeist und Verdunsten des- 
selben wurde auch tadellos reiner Harnstoff vom Schmeiz- 
punkt = 132° erhalten. Ich ftihre diesen Versuch nur au: 
dem Grunde an, weil er zeigt, wie leicht durch Reagenzicn 
bei dem so reaktionsfihigen Harnstoffe Verunreinigungen eni- 
stehen kénnen, die fremde Substanzen vortiiuschen mogen. 

2. Wenn auch dadurch der Nachweis erbracht schien. 
dafi dem = analysierten Harnstoff-Oxalsiureniederschlage kein 
curein»artiger Korper anhiingt, so habe ich doch noch, ui 
ganz sicher zu gehen, grdbere Mengen der Oxalsaurefiilin: 
hergestellt und zur Analyse gebracht. Wahrend zur naherung:- 
weise quantitativen Fillung des Harnstoffs ein grofer | her- 
schuf von Oxalsiiure erforderlich ist, so war es im Gegeiteil 
bei dieser Darstellung, um etwaige Verunreinigungen zu ¢ii- 
decken, zweckmiiBig, keinen Uberschu8 von Oxalsiiure zu ver- 
wenden. Man konnte erwarten, dai gerade die kompliziertere: 


Verbindungen — und «Urein» mu wohl komplizierte: 
sammengesetzt sein, als Carbamid — zuerst in die Fiillun 


eingehen werden. 


1) Moor. loc. cit. 2. Abhdlg., S. 448, verwendet zum Wegschafien ¢ 
Oxalsiiure gleichfalls Baryumcarbonat; dasselbe nimmt also Urein nic!\t 2 
seiner Oxalsiure-Doppelverbindung mit Harnstoff heraus; ein ana 
Verhalten darf man wohl auch vom Calciumcarbonat voraussetze! 
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Das Darstellungsverfahren war das folgende: 
500 cem entfarbten Harnes, mit 500 cem Barytmischung 
nach MOrner-SjOqvist versetzt, wurden mit 101 einer Mischung 
on 1 Theil Ather auf 2 Teile Weingeist durch 48 Stunden 
uiter héufigem Umschiitteln digeriert. Die klare Fliissigkeit 
vurde mit einem Heber entnommen, in sie wurde sofort Kohlen- 
jure eingeleitet, der Rest des Extraktes wurde durch Filtration 
sewonnen und mit dem abgeheberten Anteil vereinigt. Vom 
‘standenen Niederschlage wurde filtriert, das Filtrat wurde 
m Wasserstoffstrom vor der Wasserstrahlpumpe bei 40° ein- 
edampft, der Riickstand im Vakuum tiber Schwefelsiiure ge- 
rocknet, gepulvert und nochmals vollstiindig getrocknet. Dieses 
Pulver wurde mit absolutem Weingeist extrahiert, das Extrakt 
ehenso wie oben eingedampft, dieser Riickstand neuerdings ge- 
ivert und getrocknet und mit Alkoholiithermischung (1: 1) 
extraliert. Nach der Vertreibung des L6sungsmittels und ‘Trock- 
uny des Rickstandes wurde mit einer Mischung gleicher Teile von 
\thyl- und Amylalkohol aufgenommen und schlieBlich der Athyl- 
ikohiol im verdinnten Wasserstolf unter Erwiirmen enttfernt. 
Die amylalkoholische LOsung, aus der meist schon Krystalle 
isticlen, wurde unter gelindem Erwiirmen mit so viel Amyl- 
ikohol versetzt, bis die Krystalle sich l6sten. 

Keine dieser Operationen kann nach Moors Angaben eine 
Lostrennung des Ureins vom Harnstoff erzielen. Eventuell hiitte 
nach der Entfernung des Methylalkohols dasselbe aus dieser 
; | Losing herausfallen konnen, hiitte aber dann nicht mehr durch 
in Amylalkoholzusatz in Lésung gehen diirfen. Der hier blei- 
ende Riickstand enthielt aber nur minimale Mengen von Stick- 
In die filtrierte, amylalkoholische LOsung wurde nun 
wasserfreie, sublimierte Oxalsiiure in kleinen Portionen ein- 
“ebracht unter gutem Umriihren, bis die zur Fillung von etwa zwei 
Jritteilen des priisumptiven Harnstoffes nétige Menge zugefiigt war. 
Nach liingerem Stehen wurde der Amylalkohol durch Fil- 
ion entfernt, 2-—-3mal wurde mit Amylalkohol durch De- 
iiiation gewaschen, mindestens ebenso oft zur Verdrangung 

> Amylalkohols mit reinem, trockenem Ather. 
af’ das Priiparat keinen Uberschufs von Oxalsaure enthalt, erkennt 
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man durch Schiitteln einer Probe des Athers mit wasseriger Silberni: 
losung. Die Léslichkeit des oxalsauern Harnstoffs 1m wasserfreien A}! 
ist so gering, dafi nur eine leichte, durch weiteres Auswaschen jn) 
abnehmende Opaleszenz auftritt. 

Der Niederschlag wurde im Vakuum iiber Schwefelsiiy), 
aufbewahrt. Aus dem Amylalkoholfiltrate habe ich noch 1—» 
fraktionierte Fiillungen mit Oxalséure hergestellt. Es wurd 
also auch hier jedes Umkrystallisieren vermieden, und bei dey 
folgenden Analysen mubfte sich ein Begleiter des Harnsto(- 
bemerkbar machen. 

Gegeniiber dem berechneten Stickstoffgehalt fiir oxalsaure 
Harnstoff von 26,71°/o wurden gefunden nach Kjeldah|s \e- 
thode bei verschiedenen solchen Priaparaten: 

26,10, 26,46, 26,50, 26,15, 26,62°/o Stickstoff. 
Weitere Gesamtanalysen ergaben: 
Praparat [. 
0.1199 g Substanz verbrauchten fiir Kjeldahl 22,79 cem '/10-N.-Schiwet 
siiure, entsprechend 26,61°/o Stickstoff. 
Stickstoffbestimmung nach Dumas: 

a) 0,2247 ¢ Substanz gaben 51,5 ccm trockenen Stickstoff bei 112 
und 734 mm, entsprechend 26,703 °/o. 

b) 0,0902 g Substanz gaben 20,9 cem trockenen Stickstoff bei 11) 
und 735 mm, entsprechend 26,99 °/o. 

c) 01174 g Substanz gaben 26,5 cem trockenen Stickstoff bei 11) 
und 753 mm, entsprechend 26,94°/o. 

Das Mittel der vier Analysen betraigt 26,81°/o Stickstoff. 
Bestimmung der Oxalsiiure durch Wagung: 

Aus 0.3646 g Substanz wurde Calciumoxalat gefallt und das en 

standene Calciumoxyd gewogen. 
Gefunden: 0,0967 g Calciumoxyd, entsprechend 42,62°/o Oxalsiiure 
Berechnet: 42,81°/0 
Priiparat II. 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 

0.1986 g Substanz verbrauchten 37,81 ccm ‘'/:0-N.-Schwefe!siu 

entsprechend 26,65°/o Stickstoff, 
Stickstoffbestimmung nach Dumas: 

0.1855 g Substanz gaben 42,6 ccm trockenen Stickstoff bei 13. 
und 743,5 mm Quecksilberdruck, entsprechend 26,88° ) >i 
stoff (berechnet: 26,71°/o). 

Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung: 

0,2007 g Substanz gaben 0,0880 g Wasser und 0,1705 g Koiuet 
siiure, entsprechend 4,872°/o H, 238,17°/o C (berecnn' 
4.794°/o H, 22,83°/o C). 
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Praiparat IIL. 
sickstoffbestimmung nach Dumas: 
0.1172 g Substanz gaben 27,2 ccm trockenen Stickstoff bei 14.2° 
und 737 mm Quecksilberdruck, entsprechend 26,86° 0 Stick- 
stoff (berechnet: 26,71° 0). 
alsiurebestimmung durch Titration mit Permanganat: 

Aus 0,2138 g Substanz wurde die Oxalsidure als Calciumoxalat ab- 

»schieden und auf ein Filter gebracht, nach dem Auswaschen wurde 
Niederschlag vom Filter gespiilt, der auf dem Filter befindliche Rest 
- Niederschlages mit 1°/oiger Schwefelsiure unter Erwiirmen gelost, 
Hauptmenge vereinigt, nach der Zersetzung des Niederschlages 
- zur Entfernung etwaiger Papierfasern durch dasselbe Filter filtriert, 
das Filtrat nach dem Zusatze der nétigen Schwefelsiuremenge und 
Prywtirmen in der tiblichen Weise titriert. 1 cem der Permanganatlésung 
nisprach 0,0032 g krystallisierter (krystallwasserhaltiger) Oxalsiure, ver- 
wht wurden 401 cem Permanganat entsprechend 42,86 °/o Oxalsiure 

n einen berechneten Gehalt von 42,81°/o. 

In allen Fallen sah die Oxalatfallung einheitlich aus und 
cab, soweit gepriift, bei der Spaltung typisch krystallisierten, 
nicht hygroskopischen Harnstoff. 

Die erhaltenen Analysenwerte stimmen, so gut man es 
iberhaupt erwarten kann, auf die Formel des oxalsauren Harn- 

1s 2 CO(NH,),, CJH,O,. Es hat sich also nicht der geringste 
Anhaltspunkt ergeben, daB dem Harnstoff bei dieser Fallung 
eine irgend nennenswerte Beimischung anhaftet, und ich dart 
aul Grund dieser Untersuchungen wohl behaupten, dali W. O. 
Moor das Opfer einer Tiiuschung geworden ist.!) 

Zusammengefahit ergeben meine Versuche : 

Kine vom Harnstoff auberst schwer trennbare Substanz 
von der Natur des Moorschen Ureins ist dem Harnstoff im 
menschlichen Harne nicht beigemischt. 

Die Hauptmenge des nach Pfliiger-Schondorff und nach 
Morner-SjOqvist bestimmten Harnstoffs ist zweifellos Carbamid. 

Der Harnstoffgehalt des menschlichen Harnes ist keines- 
wegs wesentlich tiberschiatzt worden. 


Wie plausibel sich Moors Ausfithrungen darstellten, zeigt u. a. 
e Bemerkung in W. Camerers Mitteilung: Der Harnstoff im mensch- 
en Urin, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLVI, S. 359 (1905). « . .. méchte 
nach die Arbeit Erbens eher fiir eine Bestaitigung der Moorschen 
‘ung als fiir eine Widerlegung halten.» 





















Bemerkung zu der Mitteilung von Winterstein und Hiestand 
‘Zur Kenntnis der pflanzlichen Lecithine >.) 
Von 
L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. April 1906.) 


In der erwihnten Mitteilung weisen Winterstein und Hi: 
darauf hin, daf§ iitherische Extrakte getrockneter Kastanienbliitt 
Griser nach dem Kochen mit Siéuren eine die Fehlingsche | 
reduzierende Fliissigkeit gaben, ein Befund, der in Anbetracht de: 
standes, dafs dieselben Autoren Kohlenhydrate als standigen Besta 
pflanzlicher Lecithine bestatigten, um so grOferes Interesse beansjry 
als Chlorophyll nach der Ansicht von Hoppe-Seyler ebenfalls 
Lecithinen zu rechnen ist. Winterstein und Hiestand behalte: 
daher die nahere Erforschung der Spaltungsprodukte des Chlorop! 
dieser Richtung vor. Ich méchte mir nun erlauben, zu bemerken 
ich, wie in meinen Chlorophyllnotizen?) hervorgehoben, an dem |) 
der Reindarstellung des Chlorophylls immer noch weiter arbeite, uw 
es mir gelang, auch an meinen reinsten Praiparaten, die also fr 
Allochlorophyll und anderen Farbstoficn waren, stets Fehlingsche L. 
reduzierende Substangen nach der Hydrolyse mit Séuren nachzuw 
wodurch lediglich eine alte Beobachtung von Edward Schunc! 
stiitigt wird, die von A. Tschirch*) bekiimpft wurde. Aufer diesem Bef 
habe ich aber die Reindarstellung des Chlorophylls im Verglei 
meinen friiheren ausfiihrlich beschriebenen*®) Untersuchungen nicht weit 
gebracht, und unterblieb die Publikation der obigen Beobachtung 
mehr, als ich auch heute noch nicht den Beweis lefern kann, d 
genannten Kohlenhydrate wirklich vom Chlorophyll abstammen wu 
etwa von einer Substanz, die das Chlorophyllpraiparat verunreinig! 

Die Frage ist sehr schwer definitiv zu entscheiden, ab 
gegeben habe ich sie natiirlich ebenso wenig, wie das Problem der | 
darstellung des Chlorophylls tiberhaupt. Darum kann ich auch nic! 
Verlangen von Winterstein und Hiestand entsprechen und ihnen 
das Studium der beriithrten Angelegenheit tiberlassen. 

Krakau im April 1906. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 496, 

2, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 422. 

‘) Chem. News, Bd. LXIX, 8. 3 (1884). Sch. zihlte Chiorop 
den Glykosiden. 

‘) Untersuchungen tber Chlorophylifarbstoffe ete. 

*) J. f. prakt. Ch., Bd. LXII (1900), 





Uber die Nucleinsdure aus den Spermatozoen des Hamo 
Muraenoesox cinereus Forsk). 
Von 
Katsuji Inouye. 


Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Ky 


Im Anschlub an die vor kurzem von mir publizierte Arbeit,! 
Zusaummensetzung und die Spaltungsprodukte der Darm- 
nsiiure betreffend, teile ich die Untersuchungen mit, welche 
r Hamonucleinsiiure?) angestellt wurden. 
Zur Darstellung der Nucleinsiiure bediente ich mich der 
Spermatozoen des Hamo, Muraenoesox cinereus Forsk. 
Verfahren war das gleiche wie bei der Darmnucleinsiure. %) 
ereinigte Nucleinsaure stellt eine weibe amorphe, in Wasser 
inldsliche Masse dar. Sie lést sich in Wasser bei Gegen- 
von Natriumacetat, besonders leicht in Alkalien. Eine 
se Loésung, die mit Hilfe von Natriumacetat hergestellt ist, 
beim Erkalten zu einer festen Gallerte. 
Die Hamonucleinsiiure lat sich aus der alkalischen Losung 
lurch Essigsiiture, wohl aber durch Salzsiiure ausfillen. 
Metallen bildet sie Salze: die neutralen Alkalisalze sind in 
leicht l6slich, wéhrend die Schwermetalle meist un- 
e Verbindungen geben. Die Losung der Alkalisalze und 
ich Zusatz von Natriumacetat hergestellte Losung der 
Siure drehen die Ebene des polarisierten Lichtes nach 


Die Hamonuceleinsiture gibt nicht die Farbenreaktionen 
iweibkérper. Sie erzeugt einen weiben Niederschlag in 
Losungen von Albumosen, welcher in verdiinnter Salz- 
fast unldéslich ist. 


Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 201. 


Ich will die Saiure der Kiirze wegen Hamonucleinsdure nennen. 
ee 2 
-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XLVIIL. 13 








182 


Katsuji Inouye, 





1. Analyse der Hamonucleinsaure. 


Die Ausfiihrung der Analyse erfolgte in derselben Weise wii 
Darmnucleinséure. 
0,1581 g Substanz gaben 0,0620 g H,O = 4,40° 0 H 
und 0,2169 g CO, = 37,42%% © 
01757 g Substanz gaben 0,0658 g H, 0 =< £96°. 
und 0,2418 g CO, = 37,53°o C 
0.2162 ¢ Substanz gaben 0,0863 g H,0 = 447%) H 
und 0,2967 g CO, = 37,43°%o C 
0,3532 g Substanz gaben 0.1358 g H,O = 4,31° H 
und 0.4873 ¢ CO, = 97.62%. C 
0.2336 g¢ Substanz gaben 0,0921 g HO = 4,42° 0 H 
und 03211 g CO, = 37,49°%/o ¢ 


0.1777 g Substanz gaben 23.5 cem feuchten Stickstofts bei d.d° ( 
und 759 mm B., entsprechend 16,13°/o N. 

0.2085 ¢ Substanz gaben 28 ccm feuchten Stickstoffs bei 7° ( 
und 748,7 mm B., entsprechend 16,06°/o N. 

0.2053 ¢ Substanz gaben 27 ccm feuchten Stickstoffs bei 55° ( 
und 765 mm B., entsprechend 16,16 °/o N. 

0.2422 ¢ Substanz gaben 31,5 ccm feuchten Stickstoffs bei 5° C 
und 760 mm B., entsprechend 15,91 °/o N. 


Q.1521 g¢ Substanz gaben 20 ccm feuchten Stickstoffs bei 5° C 


und 759 mm B., entsprechend 16,06 °/o N. 
0.2445 g¢ Substanz gaben 0,0858 g¢ Mg,P,0, = 9,77°/o P 
0). 2697 0.0929 » > == Y.DO°/o 
O1748 » 0.0622 = 9,90°/o 
0.5126 O.1088 » = 9,69 °/o 
0.3203 ts » : —= 9,68%/o 


Es wurden gefunden: 


I 2 3 4 Dd M 

, 0/5 0 0 0/5 0 0 
* 37,42 37,53 37,43 37,62 37,49 87.5 
H 4,40) 4,19 4.47 31 4.42 
N 16,13 16,06 16,16 15,91 16.06 | 
P O47 9,59 9 90 9 69 9 68 G 

——o man die gefundenen Analysenwerte mit ‘c 

Zahlen: C 37,54°/o, H 4,82°/o, M 15,53°/o, P 9,37°/o, welche 


ich bei den nea fin lenreandtenaines erhalten habe. = 
laBt sich nicht verkennen, dafi die Zusammensetzung der Ham- 
nucleinsdure die weitgehende Ahnlichkeit mit derjenigen ¢! 


Darmnucleinsiure zeigt. 
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2. Spaltung der Hamonucleinsaure. 
70g hamonucleinsaures Natron wurden, wie bei Darm- 
nucleinsdure vorgegangen war, mit 700 ccm 20-volumprozentiger 
Schwefelsiure 12 Stunden auf dem Sandbade erhitzt, sodann 
yon der abgeschiedenen Huminsubstanz abfiltriert und zu wieder- 
holten Malen mit Ather ausgeschiittelt. 

Der iitherlOsliche Teil wurde nicht weiter untersucht, da 
bereits erwiesen hatte,!) daB die Lavulinsiiure den wesent- 
hen Bestandteil desselben bildet. 

Der itherunlosliche Teil wurde mit tiberschiissigem Baryum- 
carponat gekocht, filtriert, das Filtrat auf den Gehalt von 
j-volumprozentiger Schwefelséure gebracht und mit Phosphor- 
wolframsiure ausgefallt. 

A. Phosphorwolframsaureniederschlag. 

Der Niederschlag wurde nach der Zerlegung mit Barythydrat 

der Entfernung des tiberschtssigen Baryts durch Kohlen- 
-dure genau nach dem bei der Darmnucleinsiaure beschriebenen 
Verfahren?) auf Purinbasen und Cytosin verarbeitet. Es wurden 
cefunden: 0,8231 g Guanin, 1,6238 g Adenin, 0,1211 g Xanthin, 
0.2410 g Hypoxanthin und 2,391i g Cytosin. 

1. Guanin. Das Guanin wurde als Sulfat analysiert. 

i288 g Substanz gaben 36,6 ccm feuchten Stickstoffs bei 5,5° C. 

und 768,8 mm B., entsprechend 35,10°/o N. 


Berechnet fiir (C;H,N,O),H,SO,: Gefunden: 
39,05 °/o N. 3D,10°/o N, 
2. Adenin. Das durch Umkrystallisation gereinigte Adenin- 


rat, welches die charakteristische Krystallform zeigte, lieferte 
den Analysen die folgenden Zahlen: 
1862 g Substanz gaben 47,3 ccm feuchten Stickstoffs bei 5,5° C. 

| und 756 mm B., entsprechend 30,85 °/0 N. 


0.1800 g Substanz gaben 0,0370 g H,O = 2,30°/o H 

und 0.2400 g CO, = 36,36 °/o C. 

hnet fiir C,H,N, - C,H,N,O,: Gefunden : 
C, 2,30°o H, 30,82 %o N. 36,36°%o C, 2,30°%o H, 30,85% N. 


) 


4. Xanthin. Die Substanz, die die charakteristischen 
<tionen fiir das Xanthin gab, wurde in der bekannten Weise 
ns Nitrat iibergefiihrt und dann zur Analyse verwendet. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 117. — #) a. a. O. 
13* 






































Katsuji Inouye, Uber die Nucleinsdure usw. 


0.1744 g Substanz gaben 46 ccm feuchten Stickstoffs bei 5° ( 
und 769 mm B., entsprechend 32,65 °)0 N. 


serechnet fiir C,H,N,O, -HNQ,: Gefunden: 
32,56 Jo N, 32,65 °/o N. 
Hypoxanthin. Das Hypoxanthinnitrat krystallis 


in Wetzsteinformen und erwies sich bei der Analyse ae: 3 
0.1722 g Substanz gaben 49 ccm feuchten Stickstoffs bei 54° | 
und 767.3 mm B., entsprechend 35,08 °jo N. 
Berechnet fiir C,H,N,O-HNO,: Gefunden: 
33,23 °jo N. 39,08 yo N, 
). Cytosin. Die Substanz war rein weif und krystallisier: 
estas, Die Analysen lieferten die folgenden Werte 
Q,2512 g Substanz gaben 0,1035 g H,O = 4,62°/o H 
und 0,3968 g CO, = 43,11° 0 ¢ 
0.1753 g Substanz gaben 54 ccm feuchten Stickstoffs bei 6° C 
und 764 mm B., entsprechend 37,74 °/o N. 
Berconinnh fiir C,H;N,O: Gefunden: 
£3.18 %/o C, 4,54°%0 H, 37,89°%o N 43,11 °% Jo C, 4.62%. H, 37,74 


B. Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefiilluny, 


Nach der Entfernung der Phosphorwolframsiiure ind 
Schwetelsiiure durch Barythydrat und des tiberschiissigen Baryts 
durch Durchleiten von CO, wurde die Flissigkeit auf dem Wasser- 
bade stark eingeengt und stehen gelassen, Aus dieser Flii 
keit lie} sich ein in blattchen krystallisierter KOrper gewinne! 
der alle Eigenschaften des Thymins besa. Die Ausbeut 
diesem Korper betrug 2,0188 g. Die Analysen gaben die fo 
den Werte: 

0,2012 ¢ Substanz gaben 0,0886 g H,O = 4,93°/o H 
und 0.3497 g CO, = 47,40 %o C 
0.2277 ¢ Substanz gaben 41.5 cem feuchten Stickstoffs bei 5° | 
und 758,5mm Bb., entsprechend 22,25 °/o N, 
ee fiir CJH,N,O,: Gefunden: 
47,57 °/o C, 4,80°/o H, 22,26°%o N, 47,40°jo C, 4,93°/o H, 22,2° 

Der von mir erhaltene Korper war demnach das Thy: 

Bei der Hydrolyse mit Schwefelsiiure!) lief 
die Hamonucleinsiiure: Livulinséiure, Guanin, Adenin. 
Xanthin, Hypoxanthin, Cytosin und Thymin. 


‘) Daf’ unter den Spaltungsprodukten die Phosphorsiiure vor! 
war, habe ich durch einen besonderen Versuch festgestellt. 

























Uber eine neue Reaktion auf Indol. 
Von 
K. Konto. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 


Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 1906.) 


Gelegentlich der Untersuchung tiber die Indolderivate habe 
chi beobachtet, dab eine verdiinnte IndollOsung nach Zusatz von 
formaldehyd und konzentrierter Schwefelsiure eine violettrote 
Farbe annimmt. Nach verschiedenen Versuchen ist es mir ge- 
lungen, diese Farbenreaktion auf den Nachweis des Indols 
uniter den Spaltungsprodukten der EiweiikOrper und in den 
Faeces anzuwenden. 

A. Erfordernisse. 
: 1. 4° oige Formaldehydlosung, 
- 2. reine konzentrierte Schwefelsaure. 
B. Ausftihrung. 

Wenn es sich um die gefaulte EiweiBlOsung handelt, so 
verfiihrt man wie folgt: die abkolierte LoOsung wird destilliert, 
is etwa ein Drittel des Volumens tibergegangen ist. Das Destillat 
wird zur Trennung des Indols vom Phenol mit Natronlauge 
ikalisch gemacht und destilliert. Da dieses Destillat gewOhnlich 
Ammoniak in reichlicher Menge enthielt, so wird mit verdiinnter 
Schwefelsiiure schwach angesiiuert und wieder destilliert. Zu 
Lccm des ammoniakfreien Destillates fiigt man nun 3 Tropfen 
Formaldehydlésung hinzu, lat das gleiche Volumen konzentrierte 





Schwefelsiure in die Lésung flieBen und bringt die beiden 

Schichten zur Mischung. Sollte eine Spur von Indol vorhanden 

‘ein, so fiirbt sich die ganze Fliissigkeit sofort prachtvoll violett- 
Kleine Skatolmengen!) stéren die Reaktion nicht. 


') Die Skatollésung gibt unter den gleichen Verhaltnissen eine gelbe 
braune Farbe. 





K. Konto, Uber eine neue Reaktion auf Indol. 

















Verwendet man die Faeces zur Untersuchung, so my! 
man dieselben zuerst mit Wasser zu diinnem Brei verreiben und 
dann der Destillation unterwerfen. Die weitere bearbeitung 
geschieht auf die gleiche Weise, wie bei der gefaulten Eiwei))- 
losung. 

Zur Feststellung der Empfindlichkeitsgrenze meiner Reak- 
tion habe ich einige Versuche mit der wasserigen LOsung des 
reinen Indols (von Merck in Darmstadt bezogen) ausgefiihrt, 
Die dabei gewonnenen Resultate stelle ich in folgender Tabe|): 


ZUsammen: 
Indol Wasser Reaktion 
in g in ecm 


l 10.000 positiv 

l 100 000 

I 200 OOO > 

1 300 000 » 

1 4.00 OOO > 

I HOO OOO > 

1 600 000 schwach 

1 700 000 sehr schwach 
1 800 O00 negativ 







































jiber den EinfluB neutraler Salze auf die peptische Spaltung 
des Eiweifes. 
Von 
S. Levites. 


\us dem pathologischen Laboratorium des K. Instituts fiir experimentelle Medizin 
in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1906.) 


Uber den Einflu8 der Neutralsalze auf katalytisch ver- 
laufende Reaktionen liegen zahlreiche Untersuchungen vor. Es 
ist in erster Linie an die klassischen Untersuchungen von Ar- 
rhenius, von Ostwald und seinen Mitarbeitern (Katalyse des 
Acetamids, der Ester usw., Inversion des Zuckers usw.) zu 
erinnern. Aus allen Untersuchungen geht hervor, dab Salze, 
wenn sie bei katalytisch verlaufenden Reaktionen zugegen sind, 
einen betriichtlichen Einflu§{ ausiiben. Ihre Wirkung ist be- 
deutend, aber wesentlich verschieden: sie wirken bald positiv, 
bald negativ, meistens aber negativ. Die Ursache der eigen- 
tiimlichen Wirkung der Salze bleibt noch immer unaufgeklirt. 

Von praktischer Seite verdient ein besonderes Interesse 
die Erforschung der Frage tiber den EinfluB der Salze auf solche 
katalytische Reaktionen, die durch tierische Fermente bedingt 
sind, und vor allem der Einfluf der Salze auf die peptische 
Spaltung, denn es ist vielleicht vorauszusehen, daf die ver- 
schiedenartigen Salze, die mit der Nahrung aufgenommen werden 
kKOnnen, nicht ohne EinfluB auf die Verdauungskraft des Magen- 
resp. Darmsaftes sein miissen. Aus verschiedenen in dieser 
hichtung angestel!ten Versuchen ist zu ersehen, dal} die Neu- 
tralsalze auch hier, wie bei den oben genannten katalytischen 
Reaktionen, einen bedeutenden, hemmenden Einfluf8 ausiiben. 
So z. B. gibt Pfleiderer') an, daB die schwefelsauren Salze 
die Verdauungskraft der Pepsinsalzsiiure bis auf Null herabsetzen 
konnen (Untersuchungsmethode nach Griitzner). Die Unter- 
suchungen von Pawlow#?) (Mettsche Methode) weisen auf die 


') Pfleiderer, Pfliigers Arch., Bd. LXVI, 1897. 
*) J. P. Pawlow u. Parastschuk, Diese Zeitschrift, Bd. XLII. 
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S. Levites, 





























starke hemmende Wirkung des essig- und salicylsauren Natrijiyy) 
und auf die erheblich geringere Wirkung des NaCl hin. Eyjq- 
lich erweisen einige Arbeiten aus dem Laboratorium Danile\< 
kys die hemmende Wirkung des phosphorsauren Natriums us\ 

Wenn man die eben zitierten Arbeiten, wie auch mache 
anderen tiberblickt, so gewinnt man den Eindruck, dal in dep 
Wirkung der Salze eine gewisse Gesetzmiibigkeit herrschey 
miisse. Um hieriiber Klarheit zu gewinnen, hielt ich fiir yy\j- 


~ 


wendig, die Versuche nach einer besser geeigneten Methocde 
aufs neue anzustellen. Und wie es sich weiter herausste||; 
wird, haben meine Vermutungen sich tatsachlich bestiitiy: 
Ks ergab sich, daf wir in der Wirkung der Salze eine [y- 
scheinung haben, die hauptsichlich von dem Siureanteil be- 
dingt wird, und daf sich die Saureanteile (Anionen) betret!s 
ihrer hemmenden Wirkung in einer Reihe anordnen lassen, (i 
mit den Affinitétskonstanten der Siuren zusammenfiillt. 

Die Versuchsanordnung war folgende: 

Zu annihernd (aber genau gewogen) einem Gramm Eiwei! 
im Reagenzglas wurden 10 cem natiirlichen Hundemagensialics 
zugegeben, der die gewiinschte Menge Salz enthielt: der Salz- 
eehalt variierte von ‘16 norm. bis 1 norm.: 6 solche Reagenz- 
rohren wurden auf einmal in den Brutschrank gebracht: rac 
Verlauf einer bestimmten Zeit wurden die Rohren heratsze- 
nommen, mit Wasser verdiinnt und filtriert. Das Filtrat wurde 
auf 150 cem ausgefiillt und in 15 eem des Filtrates der Stick- 
stoff nach Kjeldahl bestimmt. Zur Untersuchung § gelanzte 
hauptsiichlich Blutfibrin von Merck (bei 100° C. getrockne! 
Die Dauer des Verbleibens im Brutschrank betrug 7 Stunden 
bei 39,5° C. Zur Kontrolle wurde spiiter krystallinisches Hiihner- 
eiweifs verwendet; dieses wurde 24 Stunden lang im Brutschrank 
aufbewahrt und weiter wie beim Blutfibrin verfahren. Magen- 
saft mit verschiedenem Salzgehalt wurde folgendermaben «ar- 
gestellt: In einem bestimmten Volumen Magensaft wurde so Vv! 
Salz gelist, wie fiir 1-Normallésung erforderlich war: aus dieser 
Normallésung wurde durch entsprechende Verdiinnung mit reine! 
Magensaft die LOsung auf 1/2 norm., '/s norm. usw. gebrachit. | 
iibrigen ist niiheres aus den beiliegenden Tabellen zu erze! 
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Tabelle I. 


Blutfibrin. 














Salze 0 1/16 tly a ty I 
Lithiumehlorid. ......] 100 | — | — | 9800) 9720) 94,10 


Natriumehlorid. . .. . . .f 100 | 9800) 97.15 > 96,75) 94.50 81,60 


Kaliw OHIOQNE «. « 6 + © % LOO — 101.70 102.26 98.50 96.00 
meniOnwig. « « ts © «© % 100 an 99.00 98.49 9829 9611 
St tiumehlorid...... 100 > 97.10 96.55 94.45 80.20 
Natriumbromid. . . . . . .] 100 — | 96.65! 96,25!) - 75.49 
Kaliumbromid . .... . .} 100 | 97,14; 95,63, 94,75) — aa 


iodid . a ae 100») - 96.40) 94.11 90.20 84.00 


L, Tiel) 100 — 9005 83.90 SL.09 68.70 
\ NOE, 4.4 «te «4° % 100 — 89.70 &1.60 > 79.20. 66.00 
ONMEEe 5 4 & » © we 4 100 96,11 88.00! 80.14) 72.57) 47.71 


nmalonat ... .. .{ 100 | 97,00) 86,57 74.52; 56.72) 39,14 
imacetat . . ... ..§ 100 | 97,12) 81,24) 72.06) 53.15) 38,36 
umpropinat . . . . .. | 100 | 96,00) 74,72 51,19 3849) 21,75 


MPUWTSE «6 a ee oO 100 96.19 70.24 48.20 32.00. 14.30 





Tabelle II. 


Krystallisiertes Hiihnereiweif. 








Salze () tls 14 ly | 
. LO0 — 4,95 89.34 
: 100 — 93 O01 86.05 
‘ , 100 — 95,54 87 92 Vile 
: 100 — 91,34 82.77 74.11 
LO0 -— G2 2A) 85.00 = 
‘ 100 ~- 86,47 $2.74 — 
a 100 91,76 84.00 77.21 - 
, 100 —- 82,70 74,47 
100 “= 71.69 64.00 51,30 
79,00 
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Die Ergebnisse unserer Untersuchungen in den Tabellen | 
und Il zusammengefaft, erlauben folgende Schliisse zu ziehe, 
1. Siimtliche Salze, mit wenigen Ausnahmen (KCI bei }}y- 
fibrin) wirken hemmend auf die peptische Eiweilspal. 
tung. 2. Die beobachtete Hemmung steigt mit der Konzep- 
tration des Salzes. 3. Die hemmende Wirkung eines Salzes 
wird hauptsiichlich durch den Siéureanteil des Salze,- 
bedingt. Die Wirkung des metallischen Anteils ist im Ver- 
gleich zu dem Siiureanteil sehr gering. 4. Sieht man von dei 
Einflusse des metallischen Anteils des Salzes ab und betrachte: 
nur die Wirkung des Siiureanteils, so stellt sich alsbald eine 
sehr bemerkenswerte gesetzmaBige Wirkung des Salzes herau: 
Vergleichen wir die Wirkung der Salze mit gemeinschaftlichen 
Kationen und verschiedenen Anionen, so sehen wir, dal) die 
Wirkung der Salze umgekehrt den Affinitétskonstanten 
der Sauren ist, aus denen die Salze gebildet sind, d. h. Salze 
schwiicherer Siiuren tiben eine grOfbere hemmeni, 
Wirkung aus, als Salze stirkerer Siiuren. Zur Bestiitigung 
des Gesagten fiihren wir in Tabelle [Il die Quantitéten des 
losten Stickstoffes unter Wirkung von !/s und 4/2 normal Na-Salz: 
auf (aus Tabelle 1) und daneben die Affinitatskonstanten der Siaure 
Tabelle III. 

Geldster N. 











‘/s ‘/e Affinitits- 





Salze Saiuren : 

norm. norm. konsta) 

Natl sk ke oe » ow BOS Oe § 6 se oe es LOO) 

MaBr . wc a ws se FO me Be te es 11: 

BF iwc » & eR Bee Gee ee ea — 
Wa80, .... s+ . ~- 96070) FOR, «es eas 73,20 
(COOK). .. + «ss « PRBOO| WSCOOm, . . 6 ss 18.60 
CHecoone «+ + + = | 86,57| 56,724 CH,(COOH), ...| 3,08 
CH,COONa ... .. | 81,24] 53,15) CH,COOH .... 0,40 

C,H,COONa ... . . | 74,72} 38499 C,H,COOH.... 0 
IsoC,H,COONa. . . . | 70,24 32,00] C,H,COOH ... . 0,339 











Nach Ostwald fiir Zuckerinversion. 
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Aus der Tabelle II] ist weiter zu schlieBen, dafi die be- 

pbachtete Hemmung nicht einzig den Salzen allein zugeschrieben 

werden kann, sondern auch der Wirkung der Siiuren, und 

ietzterer vielleicht zum grObten Teil. Denn wenn wir zu dem 

: | salzsiiurehaltigen!) Magensafte Salz hinzusetzen, so wird durch 

Wechselwirkung Siiure frei. Uber die Quantitit der gebildeten 

freien Siiure geben uns die Affinitaétskoeffizienten Kunde. Wird 

: | » B. zu dem Magensafte essigsaures oder buttersaures Natrium 

migegeben, so verlauft die Reaktion fast quantitativ nach dem 

Schema: HCl--NaC,H,O, = NaCl+C,H,O,. Setzt man aber 

-chwefelsaures Natrium hinzu, so wird nur die Hiilfte der Schwefel- 

| siure frei usw. Kurz, an Stelle der HCl-Siure tritt eine schwachere 

} Siure auf und dadurch kommt hauptsiichlich die hemmende 

Wirkung zustande, auBerdem noch die Wirkung der Salze usw. 

n Nali die hemmende Wirkung in diesem Falle im wesentlichen 

len Siiuren zugeschrieben werden muf, ist aus dem Verhalten 

ier Salze bei einem sehr d&hnlichen Prozesse zu _ schlieBen, 

7 niimlich bei der tryptischen Spaltung. Die Versuche von W eif?) 

; zeigen, dab bei der tryptischen Verdauung die Wirkung der 

Salze tberhaupt sehr gering ist, dali erst konzentrierte Salz- 

jsungen von 1-normal und weiter und insbesondere die eiweil- 
‘illenden Salze einen bedeutenden Einflufi ausiiben. 

Wir kommen somit zur LOsung einer anderen Frage, die 
bis jetzt noch streitig ist: néimlich tiber den Einflub verschiedener 
siuren auf die peptische Spaltung. Soweit die hier aufgefiihrten 
- Versuche es erlauben, modchte ich schlieBen, daB die Siuren, 

nach dem Grade ihrer eiweifspaltenden Tiatigkeit, ihren Affinitiits- 
rrifen folgen miissen. Ubrigens sollen in dieser Richtung spezielle 
Versuche von mir angestellt werden. 

Zum Schlu8 médchte ich noch bemerken, daf die vor- 
iegenden Untersuchungen in vitro spiiter auf Londons Verdau- 
ingslistelhunde ausgedehnt werden. Mein hochgeehrter Kollege 
Ur. E. S. London veranlaBte mich dazu. 


'’ Die Konzentration der Siiure #15 norm. 
Weil, Diese Zeitschrift. Bd. XL. 























Uber Latschinoffs Cholekampfersaure. 


Von 
Th. Panzer. 





(Aus dem Universitatslaboratorium fiir medizinische Chemie in Wien 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Mai 1906.) 







Bei der Oxydation der Cholsiiure mit Salpetersiiure 


langte ich zu einer in Wasser sebr schwer loslichen, | 


krystallisierenden Siiure. Latschinoff!) hat unter dem Nam 


Cholekampfersiiure ein Oxydationsprodukt der Cholsii 
beschrieben, das in seinen Eigenschaften mit der von mir dar- 


gestellten Siaur 
zahlen ein we 


seiner Cholekampfersiiure die Formel C,,H,,0, erteilt, die \ 
mir erhaltenen Zahlen stimmen besser auf C,,H,.0,. Obw: 


‘e tibereinstimmt: nur weichen seine Analysen- 


nig von den meinigen ab. Latschinot! 


} 


ich die Siiure auf anderem Wege erhalten habe als Latschi: 


zweifle ich nicht, dai diese beiden Sauren ein und die: 


Substanz sind. 


wendet: intere 


er einige Eimblicke in die Konstitution der Cholséure zu 


Ich habe jedoch nicht allzuviel Arbeit au 
einwandfreie Feststellung der Identitiit der beiden Séuren 


ssanter erschien mir der Abbau der Siéiure. 


wiithren scheint. Es soll daher im folgenden 


uber 


dit 


dieser Siiure angesteliten Versuche berichtet werden. 


| ) 
i 


Versuche haben unter anderem ergeben, dali der Name © 


kampfersiiure nicht berechtigt ist: trotzdem habe ich ihn. 
ta] 


Kinfachheit halber, hier noch beibehalten. 


Darstellung der Cholekampfersaure. 


Die zur Oxydation verwendete Cholsaure war von lier! 


mag. pharm. J. Kain nach der Methode von Mylius” 


Ochsengalle im hiesigen Institute dargestellt worden. 


Ber. d. 
S. 1052. 


7) Diese Z 


Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XII, S. 


XII. 


eitschrift. Bd. 





1518. u. 


} 
bE 
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Uber Latschinoffs Cholekampfersiiure. 





hm bestimmte Schmelzpunkt, sowie die von ihm ausgefiihrten 
nentaranalysen hatten die Reinheit des Praparates erwiesen. 
250 g dieser Cholsiure wurden in mehreren Portionen 
[250 ecm Salpetersiiure vom spezifischen Gewichte 1,400 
ingetragen ; unter Warmeentwicklung trat sofort eine lebhafte 
Reaktion ein,!) wobei die Cholsiiure in Losung ging. Nach- 
lem die Entwicklung brauner Dampfe nachgelassen hatte, wurde 


ie Fliissigkeit auf dem Wasserbade im bedeckten Kolben noch 
) Stunden lang erwiirmt, d. h. so lange, bis die Gasentwicklung 


stiindig aufgehort hatte. Gegen das Ende des Erwiirmens 
hte sich die Fliissigkeit und schied eine weibe Substanz 


ws. Die Flissigkeit wurde nun iiber Nacht in den Eiskasten 
restelit, wodureh sich die Ausscheidung betrichtlich vermehrte. 
Hierauf wurde durch Glaswolle filtriert, abgesaugt und die 
eo Substanz an der Luftpumpe mit !/1 | eiskalter Salpeter- 
ure ausgewaschen. Diese weibe Substanz, die unter dem 
\Mikroskope noch keine deutlichen Krystalle erkennen lief, 
lern nur aus radiir gestreiften Kiigelchen bestand, wurde 
soviel siedendem Wasser behandelt, dafi sie bis auf einige 
e Oltropfen in Lisung ging; es waren hierzu etwa 30 | 
Wasser notig. Von dem Ol wurde heif abfiltriert. 
Dieses Ol erstarrte beim Erkalten zu einer farblosen, 
rystallinischen, stearinartigen Masse, welche wohl Tappeiners 
here Fettsiiuren»?) darstellen diirfte. Mit der Untersuchung 
eser Substanz bin ich eben beschiiftigt. 
Das wisserige Filtrat schied beim Erkalten einen dichten, 
us farblosen, langen, feinen Niidelechen bestehenden Rasen ab, 
von der Mutterlauge durch Filtration getrennt und durch 
lerholtes Umkrystallisieren aus heifiem Wasser (je 25 bis 
gereinigt wurde. Die Krystalle wurden schlieBlich ab- 
efit und im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. So 
‘en endlich 11,8 g reine Cholekampfersiiure erhalten. Zu 
Ich glaube beobachtet zu haben, dafi die Ausbeute an Chole- 
ersdure um so besser ist, Je energischer man die Oxydation ver- 
lift, d. i. Je rascher nacheinander man die einzelnen Portionen 
ire in die Salpetersiure eintriigt. 
Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XI, S. 2288. 
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den folgenden Untersuchungen wurde nun diese reine Siiure 
verwendet. Aus der salpetersauren und aus den wiisserigey 
Mutterlaugen konnten, zum Teile auf umstindlichen Wegey 
wobei sehr zu statten kam, dai die Saéure aus wiissericey 
Losung durch Bleiessig gefallt wird, noch weitere Mengen Chv!e- 
kampfersaure gewonnen werden, welche zusammen 4,2 g woge 
so dali die gesamte Ausbeute 6 


, 


»4°/o der angewendeten Ch\\- 
siure betrug. 
Kigenschaften und Zusammensetzung der Chole- 
kampfersiiure. 

Die, wie oben beschrieben, dargestellte reine Cholekampt{er- 
siiure stellt eine weibe, seideglinzende Krystallmasse dar, welche 
zum Teile schon bei Betrachtung mit freiem Auge lange Nace! 
erkennen lébt und unter dem Mikroskope sich als aussclilie!- 
lich aus sehr langen, biegsamen, oft wie Tyrosin zu_biische 
gruppierten Nadeln bestehend erweist. 

Sie lost sich fast gar nicht in kaltem Wasser, leichite 
doch immer noch recht schwer in heifbem Wasser, leichte: 
Alkohol, namentlich in nicht zu konzentriertem (etwa 80°/oigerm 
spurenweise in Ather, gut in Eisessig, schwer in kaltem Essiz- 
siureanhydrid, nicht in Benzol und Petrolither, dagegen 


s 


leicht in’ verdiinnter Kali- und Natronlauge, sowie in 


diinntem Ammoniak. Bei der Oxydation der Cholséure mit > 
petersaure entstehen auberdem noch Séuren, deren Losunyze 


in verdiinntem Ammoniak durch Chlorbaryum oder beim Kocli 
mit Chlorealeiumlosung gefallt werden. Mit der Untersuchun: 
dieser Sauren bin ich eben beschiftigt. Die Losung des yul- 
liegenden Praparates der Cholekampfersaéure in verdiin: 
Ammoniak wurde weder durch Chlorbaryum, noch auch du 
Chlorcalcium in der Siedehitze getriibt; das Praparat er 
sich also frei von diesen fremden Séuren. 

Kinen eigentlichen scharfen Schmelzpunkt hat die C! 
kampfersiiure nicht. Bei raschem Erhitzen im Kapillar 
briiunt sie sich bei 270° und diese zersetzte Substanz scl. 
dann bei 286° unter Aufschiiumen. 

Fiir die Einheitlichkeit des Priiparates spricht folg: 
Versuch: 
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0,2 g Cholekampfersiiure wurden in der nodtigen Menge 
edenden Wassers gelést und diese Lésung in einen auf 20° C. 
-ehaltenen Thermostaten gebracht. Nach 3stiindigem Verweilen 
m thermostaten, wobei wiederholt umgeriihrt wurde, wurde 
‘ rasch von den ausgeschiedenen Krystallen abfiltriert. 39,4708 g 
os Filtrates lieferten nach dem Abdampfen auf dem Wasser- 
le und Trocknen des Riickstandes bei 110° 0.0039 g¢ Riick- 
|. Die auf dem Filter gebliebene Krystallmasse briaunte 
bei raschem Erhitzen im Kapillarrohre bei 270° und 
molz ebenfalls bei 286°. 
P- Die noch ibrigen, auf dem Filter gebliebenen Krystalle 
wden abermals in der nodtigen Menge siedenden Wassers ge- 
die LOsung hierauf wieder durch 3 Stunden im Thermo- 
} taten bei 20° C. gehalten. Die ausgeschiedenen Krystalle 
unten sich wieder bei 270° und schmolzen bei 286°. 
‘2401 g der abfiltrierten Losung lieferten 0.0039 bei 110° 
strockneten Riickstand. 
| Teil Cholekampfersiiture braucht demnach zur Losung 
F rund 10000 Teile Wasser von 20°. 
he | Latschinoff bestimmte die Loslichkeit der Cholekampfter- 
re in Wasser von 18° mit 1 : 6797. 


bei der Elementaranalyse wurden solange keine sehr gut 
cinstimmenden Zahlen erhalten, als die Substanz bei 110° 
«knet wurde. Als die fein gepulverte Saéure jedoch bei 
| Zmmertemperatur im Vakuum iiber Schwefelsiiure auf kon- 
g ‘antes Gewicht gebracht war, lieferte sie bei der Verbrennung 
: vil ibereinstimmende Werte. Es wurde deshalb zu allen 
zenden quantitativen Bestimmungen die Substanz im Vakuum 
Schwefelsiiure bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 
Die Verbrennung mit Kupferoxyd ergab folgende Zahlen: 


(790 g¢ Substanz lieferten 0,1194 g Wasser und 0.3755 ¢ Kohlendioxyvd, 
entsprechend 58,32°. Kohlenstoff und 7,61°/o Wasserstoff. | 
2099 g Substanz lieferten 0.1424 g Wasser und 0,4500 g Kohlendioxyd, 

entsprechend 58,47 °/o Kohlenstoff und 7,59°/o Wasserstoff. 

Die Verbrennungen, bei welchen die Substanz bei 110° 

Knet wurde, ergaben durchwegs etwas hohere Zahlen 
\Ohlenstoff und meist etwas niedrigere Werte fiir Wasser- 
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stoff. Es scheint also schon bei 110° eine teilweise Zersety 
der Substanz, vielleicht Anhydridbildung stattzufinden. 

Die Substanz zeigt ausgesprochen saure Eigenschaf{e: 
ihre wiisserige Losung farbt blaues Lackmuspapier rot: 
in die wiasserige Losung reines kohlensaures Baryum  einye- 
tragen, so entwickelt sich Kohlendioxyd und es geht Bar 
in Losung, das auch beim Kochen der Fliissigkeit in Lisin 
bleibt; die Losungen der Substanz in verdiinnten Laugen nd 
in verdiinntem Ammoniak scheiden auf Zusatz von Sjj 
wieder die Siiure in langen biegsamen Nadeln aus. 

Die Titration mit Lauge (bereitet aus Natrium hyd) 

e natrio Merck) in heiber wiisseriger Losung, unter Anwen- 
dung yon Phenolphtalein als Indikator, ergab folgende W\ 

1. 0.2008 ¢ Substanz verbrauchen 21,0 cem Lauge (1 cem | 
entspricht 0,09897 cem Normallauge), entsprechend einem Aquive 
rewichte von 96,6. 

Il. O2072 g Substanz verbrauchen 20,2 ecm Lauge (1 ccm 
entspricht 0,1032 cem Normallauge), Aquivalentgewicht: 99,7. 

In dem so gebildeten neutralen Natriumsalze komme 
demnach auf je ein Natriumatom zwei Sauerstoffatome. 
Sdure enthalt also auBber in Carboxylgruppen keinen ani: 
Sauerstolf, 

Die mit Lauge genau neutralisierte L6sung der Séure \ 
gefiillt durch Losungen von Silbernitrat, Bleinitrat und Ku 
sulfat: die entstehenden Niederschlage sind amorph. Die Losung 
wird, wie schon erwahnt, nicht gefallt durch Chlorbaryum 
durch Chlorcaleium., Die quantitative Bestimmung des Meta - 
gehaltes inden genannten Niederschliigen versprach keine weil! 
Aufsehliisse und wurde daher unterlassen. 

Versuche, auf anderem Wege, als durch doppelte | 1- 
setzung, neutrale Salze zu erhalten, schlugen fehl, es entsta' 
immer Gemenge von sauren Salzen. Dieselbe Erfahrung 
auch Latschinoff gemacht. 

Versetzt man eine wisserige LOsung der Saéure mi! 
essig, so entsteht ein weifer, amorpher Niederschlag, der 
in heibem Wasser nicht lost. 

K’ssigsaures Kupfer fallt die wasserige LOsung der Saure ! 
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Die Losung der Siiure in heibem Wasser wurde mit essig- 
eaurem Silber gekocht. Nach einigen Minuten hatte sich ein 
weifer. flockiger Niederschlag gebildet, der zum Teile aus mikro- 
-kopisch kleinen kurzen Nidelchen bestand: beim Erkalten der 


‘liissigkeit l6ste er sich nicht auf. Da kein brauchbares Losungs- 
mittel gefunden wurde, konnte er nicht umkrystallisiert werden. 

' 02039 ¢ dieser Silberverbindung hinterlieben bet vorsichtigem 
nd PF  Veraschen 0,0960 ¢ Silber, entsprechend 47,08°/o Silber. Das 
eraus berechnete Aquivalentgewicht 1221) spricht daftir, dal 

lor Niedersehlag aus einem Gemenge saurer Salze bestanden hat. 

Kine L6sung der Séiure in heibem Wasser wurde mit 

n- MB enem Uberschusse von reinem Baryumearbonat (durchwegs in 
PiatinvefiiBen dureh Féllung von heibem, aus wiederholt um- 
rystallisiertem Baryumhydroxyd dargestelltem Barytwasser mit 
Kohlendioxvd gewonnen) eine halbe Stunde lang gekocht. Hierauf 

rde von dem ungeldsten Baryumearbonat abfiltriert und das 

irat zur Trockene eingedampft. Der Abdampfriickstand zeigte 


- 


Andeutungen einer krystallinischen Struktur. 0.5475 g dieses 
-kstandes lieferten beim Abrauchen mit Schwetelsiure 0.2281 g 
cumsulfat. Berechnet man hieraus das Aquivalentgewicht 
110.43), so ersieht man, dafi die Reaktion nicht bis zur voll- 
mmenen Neutralisation der Saure gediehen war.  Liingeres 
hen der Siiure mit Baryumcarbonat lieferte keine besseren 
nesultate, 
Ne Haben diese Versuche zwar nicht zu dem = gewtinschten 
Hesultate gefiihrt, so ergeben sie doch das eine, daf die Séure 
istande ist. saure Salze zu bilden, und daher nicht einbasisch, 
ndern mehrbasisch ist. Latschinoff nimmt an, dab die Chole- 
inmpfersiiture zweibasisch sel. 
Konnte auch wegen der Dissoziation nicht erwartet werden, 
lurch die Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung nach 
Heckmann das Molekulargewicht der Siure genau festgestellt 
ide, so ergab doch die kryoskopische Untersuchung, dab die 
Swure mehr als zweibasisch sein muf. Von den gebriaiuchlichen 
“sungsmitteln konnte nur Eisessig in bBetracht kommen. 


Vergl. Tabelle auf S. 198. 
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0,4007 g Substanz in 20,8711 g Eisessig geldst zeigten eine Gefrierpu 
erniedrigung von tT = 0,285; hieraus berechnetes Molekulargewicht 

Infolge von Dissoziationserscheinungen ist zweifellos 
Zahl etwas zu niedrig. Die Saure scheint demnach dreibasisc}; 
zu sein. Gestiitzt wird diese Annahme durch die spiite: 
beschreibenden Versuche, ein Anhydrid darzustellen, zur (: 
wibheit wird sie durch die Zusammensetzung des aus der Siiuy 
dargestellten Kohlenwasserstoffs. 

Zum Vergleiche der gefundenen Analysenwerte mil 
eingangs erwihnten Formeln mdge folgende Zusammenste||i 








dienen: 

Berechnet Gefunden Berechnet Bere: 

fiir fiir 

te eR I. IT. aay | Cigll, 
Cw. . ee we oe | BB 71 %eF 56,32 %o | 5847%/e § 59;96%o; 59,9 
exe ee oe 7,49 %Jo 7,61 °Jo! 7,59 °/o 8.06 %/o 8.0) 
Aquivalentgewicht . | 95,392 96.6 99,7 [00,064 10) 
Molekulargewicht . [286.176 | 256.0 “= 200,128 =; 300.1%2 











Am besten konnen die Resultate mit der Formel C, [1,0 
in Einklang gebracht werden. 

Welche der drei Formeln man aber auch der Situ 
erkennen mag, es fehlen immer zwei Wasserstoffatome auf cin 
gesiittigte aliphatische Verbindung. Um nun die Moglic! 
einer doppelten Bindung zweier Kohlenstoffatome auszuschili 
wurden folgende zwei Versuche angestellt: 

Kine Probe der Siure wurde fein gepulvert und mit cine! 
sehr verdiinnten Losung von Brom in Chloroform geschiil': 
die Farbe der Bromlosung verianderte sich nicht. 

Kine zweite Probe der Siure wurde in verdiinnter Soi- 
losung gelost nnd diese LOsung mit einer sehr geringen Meise 
von Kaliumpermanganat versetzt; auch nach einer Stunde | vile! 
die Fliissigkeit klar und rosa gefiérbt. 

Kine doppelte Bindung besteht demnach nicht. 

Die Siure ist recht resistent gegen Reagenzien, name 
gegen Oxydationsmittel. 
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Sie lést sich in konzentrierter Schwefelsiiure zu einer 
farblosen Fliissigkeit auf. Diese Losung kann miibig erhitzt 
werden, Ohne dah die Substanz veriindert wird, sie scheidet 
sich aus dieser vielmehr auf Zusatz von Wasser unveriindert 
wieder aus. Wird die Loésung in konzentrierter Schwefelsiiure 
edoch bis nahe zum Siedepunkt der letzteren erhitzt, so tritt 
Verkohlung auf. 

Wird die Cholekampfersiiure mit Salpetersiure behandelt, 
<) wird sie selbst in der Siedehitze nicht weiter verindert. 

Kin Gemenge von konzentrierter Schwefelsiiure und Kali- 
salpeter griff sie nicht an. Eine Probe der Saéure wurde in 
wenig verdtinnter Natronlauge gelést, die LOsung mit Kalium- 
ehlorat und rauchender Salzsiiure erwirmt, bis das entstandene 
Chior vertrieben war, nach dem Erkalten wurde filtriert und 
das Ungeloste mehrere Stunden lang mit konzentrierter Salpeter- 
siure auf dem Wasserbade erhitzt. Als hierauf die Salpetersiaure 

dem Wasserbade verdampft wurde, blieb unveriinderte 
Cholekampfersaure zuriick. 


Versuche, ein inneres Anhydrid darzustellen. 


Diese Versuche wurden in doppelter Absicht unternommen;: 
zuniichst sollten sie eine Substanz liefern, welche sich zur kryo- 
skopischen Untersuchung besser eignet, als die Saure, und dann 
mubte sich an dem Anhydrid erkennen lassen, ob die Séure 
zwel- oder dreibasisch ist; denn das innere Anhydrid einer 
reibasischen Siiure mute noch saure Eigenschaften zeigen. 

0,2 ¢ Cholekampfersiiture wurden mit 20 g Acetylchlorid 
“ Stunden lang am eingeschliffenen Riickflubktihler erhitzt, es 
eriolgte nur anfangs spurenweise Entwicklung von Chlorwasser- 
stoffgas, nicht mehr, als der Hygroskopizitat des glisernen 
Apparates zugeschrieben werden mubte; die Cholekampfersiiure 
bieb unveréndert. 

0,5 g Cholekampfersiure wurde mit Essigsaiureanhydrid 
im zugeschmolzenen Rohre durch 5 Stunden auf 150° erhitzt. 
Nach dem Erkalten blieb die Fliissigkeit klar und war nur 
schwach gelb gefirbt. Sie wurde im Vakuum iiber Atzkali bei 
etwa 40° verdunsten gelassen. Der Verdunstungsriickstand war 
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gelblich, amorph. Er war schwer ldslich in Wasser uni 
Ather, leicht léslich in Alkohol, Eisessig, Essigsiitureanhydrid, 
unloslich in Benzol, In allen genannten Lésungsmitteln, 1) 
Ausnahme von Benzol, war er viel leichter l6slich als die 
Cholekampfersiure, er diirfte deshalb keine bedeutenden Mengey 
dieser Siiure mehr enthalten haben. 

Ein zum Umkrystallisieren geeignetes LOsungsmittel wurde 
nicht gefunden. Da keinerlei Garantie fiir die Einheitlichkei 
des Riickstandes sich bot, wurde von einer Elementaranaly<e 
abvesehen: es wurde nun folgender Versuch angestellt. 

Der Rtickstand wurde nochmals in Essigsaureanhydrid 
gelist und die Lisung abermals im Vakuum iiber Atzkali 
40° verdunsten gelassen. Der Riickstand wurde fein zerriehey 
und blieb mehrere Wochen lang im Vakuum iiber Atzkali stehe: 
Nachdem schon durch lingere Zeit jeder stechende Geruc| 
verschwunden war, wurde das Pulver in absolutem Alko 
gelost und nach Zusatz von Phenolphtalein mit Lauge titriert, 
Q.O870 g des Pulvers verbrauchten 5,6 cem !/10-Normallauge, 
also mehr als durch trotzalledem noch anhaftende Essigsiitu 
oder durch Beimengung von unveriinderter Cholekampfersiiure 
zu einem neutral reagierenden Produkt unter Berticksichtigune 
der oben angefiihrten Loéslichkeitsverhdltnisse erkliirt werden 
konnte, weniger, als der Menge von 0,0870 g Cholekampier- 
siiure entsprechen wiirde. Es liegt also ein Gemenge vor, (i 
Anhydride mit noch sauren Eigenschaften enthilt. 


Darstellung eines Kohlenwasserstoffs durch 
Abspaltung von Kohlendioxyd aus der Cholekampter- 


sihure, 


) g Cholekampfersiiture wurden mit 25 g ausgegliihte 
reinem Natronkalk in einem Achatmorser zerrieben und inne 
semengt. Dieses Gemisch wurde unter Anwendung von aus- 


} 


gegliihten Asbestpfropfen in eine Rodhre aus schwerschme!z- 
barem Glas eingefiillt, an derem Ende eine Ente aus demse! en 
Glase angeschmolzen war. Das noch freie Ende der Ente war 
zugeschmolzen. Die Rohre wurde nun mit der Quecksilber!'t- 


pumpe ausgepumpt, vor der Pumpe zugeschmolzen, und hi 
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1 einem Verbrennungsofen eben nur soweit erhitzt, dab neben 

ein wenig Wasser Tropfen einer schwach gelblichen, 6ligen 

liissigkeit Ubergingen. (Vorsicht!) Die Ente wurde dabei in 

Kiswasser gekthlt. Als nach dem Erkalten die Réhre gedffnet 
wurde, entwich daraus ein mit kaum leuchtender Flamme 
brennendes Gas, vermutlich Wasserstoff. 

Die dlige Flissigkeit, welche auf dem mit iibergegangenen 
Wasser schwamm, wurde mit einer Kapillarpipette abgehoben, 
sie wog 1,2 g, mit Chlorcalcium entwiissert und nach dem 
AbgieBen vom Chlorealcium fraktioniert destilliert. Nach einem 

) kaum nennenswerten Vorlauf ging die Hauptmenge zwischen 
22) und 230° C. uber, hierauf stieg die Temperatur so rasch, 
aj das auf 300° geeichte Thermometer platzte. 

Dieser hochsiedende Riickstand reichte gerade fiir eine 
Llementaranalyse aus. 

(602 g Substanz heferten 0.2161 g Kohlendioxyd und 0,0602 g Wasser, 
entsprechend 89,9 °/o Kohlenstoff und 10,3 °/o Wasserstoff. 

Kr bestand demnach aus Kohlenwasserstoffen. 

Der zwischen 220 und 230° siedende Anteil wurde noch- 
mals fraktioniert. Bis auf einen verschwindenden Vorlauf und 
viickstand destillierte nun die ganze Fraktion konstant bei 
227° (unkorr.) tiber. 

Der derart gereinigte Kohlenwasserstoff wog 0,7 g, war 
ene schwach gelbe, griinlich fluoreszierende Flissigkeit, etwa 
von der Konsistenz des Xylols, schwamm auf Wasser und zeigte 
enen zum Teil an Petroleum, zum Teil an Xylol erinnernden 
Geruch. Er wurde gleich nach der Darstellung in mehrere 
Kleine gewogene Glaskiigelchen eingeschmolzen und bis zur 
weiteren Untersuchung im Dunklen aufbewahrt. 

Die Elementaranalyse ergab folgende Werte: 
1430 ¢ Substanz lieferten 0.1397 g¢ Wasser und 0,4652 g¢ Kohlendioxyd, 

entsprechend 88,72 °/o Kohlenstoff und 10,93 °/o Wasserstoff. 

bei der kryoskopischen Untersuchung zeigten O,O991 g 
Substanz in 10 g Benzol gelést eine Gefrierpunktserniedrigung 


nt = 0,345", entsprechend einem Molekulargewichte von 146.5. 
Berechnet fiir C,,H,, Gefunden 
» 89.12 %7 88.72 °/o 
H LORS 80 10,93 8/6 


148,128 146.5 





Molekulargewicht 











202 Th. Panzer. 


Die Formel C,,H,, scheint demnach sicher zu stehen: sie 
enthilt um 8 Wasserstoffatome weniger als ein Paraffin rj; 
der gleichen Anzahl von Kohlenstoffatomen. 

Der Nachweis, ob der Kohlenwasserstoff Brom addiere 
oder nicht, konnte nicht auf einfachem Wege gefiihrt werden: 
denn als eine Loésung des Kohlenwasserstoffs in Chloroform 
mit einer sehr verdiinnten Aufl6sung von Brom in Chlorofor, 
versetzt wurde, zeigten sich éhnliche Farbenveréanderunvey 
wie wenn einer Losung von Cholesterin in Chloroform Essjv- 
siiureanhydrid und konzentrierte Schwefelsaure zugefiigt werden 
Vermutlich waren dem Kohlenwasserstoff noch Spuren einer 
Substanz beigemengt, welche diese Farbenreaktion zeigt, oder 
sollten die Bromsubstitutionsprodukte die Farbenreaktion — })e- 
dingen ? 

Zur Losung der aufgeworfenen Frage mufte daher 
Methode von Parker Me. Ilhiney!) angewendet werden. 

0.2268 g¢ Substanz verbrauchten zur Titrierung des iiber- 
schiissigen Broms 27,8 eem Thiosulfatl6sung (1 cem = 0.10013 com 
Normal), zur Titrierung des gebildeten Bromwasserstoffs 27.0 
Thiosulfat, withrend die Kontrollprobe 83,7 cem Thiosulfat er- 
forderte. Es wiirden demnach 1,9 ccm Thiosulfat auf addierte- 
Brom zu rechnen sein, wohl eine bei der nicht ganz einwand- 
freien Versuchstechnik zu vernachliissigende Menge, zuma! 
eine einzige Doppelbindung eine Differenz von 30,7 cem Thio- 
sulfat erfordern wiirde. Der Kohlenwasserstoff addiert demnac! 
kein Brom, er muf also ein Homologes des Benzols s 

Aus dem Angefiihrten ergibt sich daher, dal} auch die 
Cholekampfersiiure einen Kohlenstoffring enthiilt, und da sie nur 
um zwei Wasserstoffatome weniger enthilt, als einer gesiittigien 
Verbindung der aliphatischen Reihe zukommen, einen seclis- 
fach hydrierten Benzolring. Damit stimmt tiberein, « 
auch die Cholekampfersiiure kein Brom addiert. 

Der hydroaromatische Ring der Cholekampfersiure 
demnach bei der Destillation mit Natronkalk in den Benzolring 
iibergegangen, es sind unter Abspaltung von Wasserstoflaton 

'' Hans Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung organis 
Verbindungen. Berlin 1903. 
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Hoppelbindungen entstanden. Analoga hierzu sind die Ent- 
stehung von Inden aus Hydrindencarbonsiiure und von Naphtalin 
us Tetrahydronaphtalindicarbonséure usw. Mit der Abspaltung 
e einer Carboxylgruppe scheint also die Entstehung je einer 
Doppelbindung Hand in Hand zu gehen; daher bei der Cholo- 
kampfersaure drei Doppelbindungen, weil drei Carboxylgruppen 
ibyespalten wurden. 

An die Moéglichkeit der Entstehung des Ringes durch Pyro- 

lensation ist wohl bei dem Fehlen von Stickstoff und bei 
ler angewendeten, verhaéltnismibig niedrigen Temperatur kaum 
nm denken. 

Die Entstehung des Kohlenwasserstoffs aus der Chole- 
kuupfersiure kann demnach durch folgende einfache Gleichung 
versinniicht werden : 

C,,H..0, —- 6NaOH = C,,H,, -- 3Na,CO, + 3H,O -+ 3H,. 

Der in der Gleichung autgefiihrte elementare Wasserstolf 

int, wie schon erwiihnt, beim Offnen der Réhbre nachge- 
wiesen ZU sein, 
Oxydationsversuche mit dem Kohlenwasserstoff C,H. 

Die chloroformhaltige Fliissigkeit, welche bei der oben be- 
<chriebenen Untersuchung, ob der Kohlenwasserstoff Brom addiere 

nicht, erhalten wurde, die also Bromsubstitutionsprodukte 
les Kohlenwasserstoffs enthalten mubte, wurde auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit Salz- 
wie und Kaliumechlorat behandelt; nach dem Vertreiben des 
Cliors wurde die entstandene harzige Masse aus der wasserigen 
Fiissigkeit herausgenommen, mit Wasser ausgewaschen und mit 
Saipetersiure in ein Rohr eingeschlossen. 

Zucleich wurde auch die noch verfiigbare Menge des Kohlen- 
wasserstofis, etwa 0,1 g, mit Salpetersiiure in ein Rohr ein- 
seschlossen. 

Beide RoOhren wurden durch 5 Stunden auf 150° erhitzt. 
Als sie nach dem Erkalten gedffnet wurden, entwichen reichlich 
vraune Diimpfe, ein Zeichen, dafi eine Oxydation stattgefunden 
ite. Die beiden Fliissigkeiten wurden nun getrennt voneinander 

tch Abdampfen auf dem Wasserbade von der Salpetersaure 
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befreit, die Riickstinde mit wenig Wasser ausgekocht. 
Losungen hei filtriert; es war nur ein wenig Harz ungesis: 
geblieben. Die Losungen schieden beim Erkalten keine |py- 
stalle (etwa aus Phtalsiiure bestehend) aus. Die LOsungen wurdey 
nunmehr auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampft: ic 
vollkommen trockenen Abdampfriickstiinde, sowie die beidey 
in Wasser ungelést gebliebenen Riickstande wurden in Eprou- 
vetten miifig erhitzt. In keinem Falle entstand ein krystallinischies 
Sublimat (Benzoesiiure oder Phtalsiureanhydrid). 

Ks ist daher zu vermuten, dai der Kohlenwasserst 
C,,H,, weder eine, noch zwei, sondern mehr Seitenketien. 
mindestens aber drei enthiilt, und dab ebenso in der Chole- 
kampfersiiure mindestens drei Seitenketten sich vorfinden. 

An der Fortfiihrung dieser Oxydationsversuche hind 
mich der Mangel an Material. Zwei in der oben beschriebene: 
Weise durchgefiihrte Destillationen mit Natronkalk, wobe) 

+ ¢ Cholekampfersiure verwendet wurden, endeten mit Explosion, 
vermutlich infolge Uberhitzung der Réhren: ich muB daher diese 
Versuche verschieben, bis neue Cholsiiure dargestellt ist. 


Aus den besechriebenen Versuchen hat sieh also ergeben. 
dali die Cholekampfersiiture ein Derivat des Hexahydrobenzols 
ist, und dab aus ihr durch Destillation mit Natronkalk ein Kolilen- 
wasserstolf entsteht, der ein Homologes des Benzols ist. | 
liegt kein Grund vor, welcher der Schiubfolgerung widerspricti 
daf auch in der Cholsiure, durch deren Oxydation die Ch 
kampfersiiure gewonnen wurde, der Ring des Hexahydrobenzols 
enthalten ist. 

Die Annahme Pregls,!) die er auf Grund refraktometrische! 
Untersuchungen ausgesprochen hat, dafi namlich die Cholsiture 
den hydroaromatischen Verbindungen beizuziihlen sei, gewinut 
somit durch meine Versuche breitere Basis. 

Wie schon erwiihnt, werden diese Untersuchungen 


gesetzt. 


Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 166. 








Spaltung des Leucinesters durch Pankreasferment. 
Von 
Otto Warburg. 


(Aus dem I. Chemisehen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2). Mat 1906.) 


In einer Notiz!) habe ich mitgeteilt, dab der Leucinathyl- 
ester durch Pankreasferment asymmetrisch verseift wird. Ich 
e jetzt festgestellt, dai die Reaktion auch nach Entfernung 
Lipase stattfindet und dab sie zur Darstellung des natiirlichen 
-Leucins sich gut eignet. 
Zum Nachweis des fettspaltenden Ferments bediente ich 
ides Buttersaureiithvlesters, den Kastle und Loevenhart?) 
- empfindlichstes Reagens empfehlen. Die proteolytische Wirk- 
keit wurde mit den Mettschen RoOhrchen?) gemessen. Es 
darauf an, die Lipase zu entfernen und dabei das proteo- 
lische Ferment moéglichst wenig zu schiidigen. Uber lipase- 
s «Trypsin» finden sich in der Literatur Angaben von 
ewitseh*) und von Schwarzschild®). Gulewitsch stellte 
ue Priparate zuniichst aus der Driise nach 24stiindiger Auto- 
vse dar: dann fand er, dab das Griiblersche «Trypsin» voll- 
ndig lipasefrei sei, und benutzte dieses fiir die Mehrzahl 
er Versuche. Er prtfte auf fettspaltendes Ferment mit 
Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, S. 187. 
Am. Chem. Journ., Bd. XXIV, 5. 491; Bd. XXVIII, S. 481; Bd. XXX, 


S. G. Mett. Du Bois-Archiv 1894. 


A. Samojloff, Archives des sciences biolog. (St. Petersb.), T. 2 


— 


(1893), 
Uber das Verhalien des Trypsins gegen einfachere chemisch 
lungen. Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII. 3S. 540. 
Uber die Wirkungsweise des Trypsins. Hofmeisters Beitrage 
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Salol und Olivendl. Sehwarzsehild dehnte die Autolyse ii] 





8 Tage aus und fillte mit Uracylacetat. Er gibt nicht an, 
die Abwesenheit der Lipase festgestellt wurde. Das Griiblers:: 
«Trypsin», das ich in Hiinden hatte, verseifte Athylbutyrat 
deutlich (Versuch 6), kam also ftir meine Versuche nicht 
weileres in Betracht. Die Féllung mit Uracylacetat ist n 
Rosell!) fiir die Trennung von fettspaltendem und pr 
Ivtischem Ferment nicht brauchbar. 

Ich benutzte fiir alle Versuche in dieser Arbeit da: 
kreatin der Firma Rhenania, das aus Ochsenpankreas herges|, 
wird. Es enthilt eine sehr wirksame Lipase (Versuch 7a urd 3 
Laibt man es mit Wasser unter Toluol 24 Stunden im = [Pyy- 
raum stehen (Autolyse), so ist die Hauptmenge des fettspalte: 
Ferments zerstOrt (Versuch 8), insbesondere, ohne das prole: 
Ilvtische Ferment zu schwachen; doch laBt sich der Rest 1 
fortschaffen, selbst wenn man die Autolyse auf 10 Tage 
dehnt. Dagegen gelingt die Entternung der Lipase bis 
minimale Spuren (Versuch 9), wenn man das Wasser 
etwa 3/10 normale Natronlauge ersetzt und 20 Stunden im |}: 
raum stehen lift. Ob man dies der Autolyse in alkalis 
Losung oder der Wirkung des freien Alkalis zuschreiben m 
bleibt unentschieden, Die proteolytische Wirksamkeit sank 
auf etwa den dritten Teil, die Reaktion auf Leuciniithy!e 
war sehr deutlich (Versuch 9). Da der Leucinester stark basis: 
ist, wiire der Einwand moglich, dai im «Pankreatin» meliu 
Lipasen enthalten sind, und daf eine in alkalischer Los! 
wirkende nicht entfernt ist. Es wurden deshalb in diese 
Richtung zwei Versuche angestellt (10a und 10b), die ze 
dafi ein solcher Einwand unbegriindet ist. 

Ks kann somit als festgestellt betrachtet werden, dab 
Leucinester verseift wird, wenn aus dem Gemisch der Pankress- 
fermente die Lipase entfernt ist. Gekochte Fermentiliissizse:' 
wirkt nicht anders als Wasser (Versuch 4). Abgesehen von |. 
und «Trypsin» sind im «Pankreatin» zweifellos noch e 
andere von der groben Zahl der Pankreasfermente vorhan 
ob sie durch die Behandlung mit Alkali zerstort wurden, unier- 





Rosell. Inauguraldissertation, Strafburg 1901. 
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eyhte ich im allgemeinen nicht: nur auf Diastase priifte ich, 
(Stirke und Fehlingscher Losung, stets mit positivem Erfolg. 
‘izdem wird man, bei der bBeziehung des Leucins zu den 
oteinstoffen, kein Bedenken tragen, die Hydrolyse des Leucin- 
ters dem proteolytischen Ferment zuzuschreiben. Vielleicht 
-t es nicht aussichtslos, eine Trennung der leucinesterspaltenden 
der peptidspaltenden Wirksamkeit zu versuchen. 

Wie schon erwiihnt, findet die Verseifung des Leucinesters 
:ymmetrisch statt. Aus dem inaktiven Ester entsteht I-Leucin, 
iuvend der d-Leucinester unverindert bleibt. Hierbei hat es 

gezeigt, daf lipasereiche Fermentfliissigkeiten zur Dar- 

ing optisch einheitlichen Leucins nicht brauchbar sind, da 
auch einige Prozente des Antipoden verseift werden. Die 
ase reagiert weniger fein auf sterische Unterschiede, als das 
‘eolytische Ferment. Dakin?!) erhielt mit Leberlipase aus 
tivem Mandelséuremethylester eine Siiture von der spezi- 
in Drehung +- 27° (gegen -+- 156° der reinen Siure). Ist 
er die Hauptmenge der Lipase entfernt, so erhiilt man Leucin- 
arate, die in 20°/oiger Salzsaure die spezifische Drehung 
15° (Ausbeute 83°/o) und + 15,5° (Ausbeute 70°) zeigen. 
schrift Versuch 13.) Die spezifische Drehung des |-Leucins 
nde von E. Fischer und O. Warburg?) unter den gleichen 
edingungen mit grober Wahrscheinlichkeit zu —- 15,6° gefunden. 

Wie man aus der Vorschrift ersicht, wurde der Athylester 

i den Normalpropylester ersetzt (Darstellung des Propyl- 
ters, Versuch 11); dies geschah hauptsiichlich, um die spon- 

Verseifung zu verlangsamen. 

Fur die Konzentration des Ferments gibt es ein Optimum. 
-crober man sie wiithlt, um so schneller geht die fermentative 
erseilfung, um so weniger stort also die spontane Verseifung. 

‘ererseits wird die Isolierung des Leucins durch grifere 
mentmengen erschwert. 

Das inaktive Leucin wurde nach der Vorschrift von 

rischer aus Isovaleraldehyd dargestellt. Es war frei von 





Journ. of Physiol., Bd. XXX, S. 253: Bd. XXXII, S. 199. 
Proceed. Chem. Soc., Bd. XIX, 8. 161. 
Bd. XXXVIII, 8. 3997 


Berichte d. Deutsch. chem. Ges.. 
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Isoleucin. Der Methylalkohol blieb beim Auskochen des Kuy,fey- 
salzes fast farblos. Der Ester drehte die Polarisationse}, 
nicht, wihrend nach Ehrlich!) der unter den Bedingungen, 
Darstellung entstandene Isoleucinester optisch aktiv sein mii 

Herrn Geheimrat Emil Fischer bin ich fiir Interess 
und Ratschlige zu gréftem Dank verpflichtet. 





Versuche. 


Um auf Lipase zu priifen, wird zu der Fermentfliissigke; 
Toluol, Phenolphtaleinl6sung und buttersauredthylester zug 
geben, mit Eis gekiihlt und mit normaler Natronlauge unte 
kriftigem Schititteln neutralisiert. Dann stellt man | 
Zeit in den Thermostaten, kiihlt wieder auf O° ab 
neutralisiert wie oben mit Normalnatronlauge. Um einen deu- 
lichen Umschlag zu erhalten, sind ganz bestimmte Mens 
verhiiltnisse noOtig. Konzentrierte Fermentl6sungen = sind 
ungenau zu titrieren, es wird deshalb stets entsprechend 
diinnt. Unter meinen Versuchsbedingungen war es nicht z\ 
miifiig, die Natronlauge verdiinnter als normal zu wiihlen. |). 
Phenolphtaleinl6sung war eine 2°/oige alkoholische. 

Versuch 1 (Kontrollversuch): Gekochtes Ferment und Athylbu' 

(24 ¢ Pankreatin; 10 cem Wasser: durchgeschiittelt; 15 Minu 
kochendes Wasser: 0,5 ccm Toluol; 0,1 ccm Phenolphtaleinlésung: 
Athylbutyrat. Eis. Neutralisiert mit n.-NaOH. 12 Stunden Brutraum. 
braucht O cem n.-NaQOH. 

Versuch 2 (Kontrollversuch); Anderung der Reaktion der F\ 
fliissigkeit, wenn kein Athylbutyrat zugegeben wurde. 

0.24 ¢ Pankreatin; 10 cem Wasser; 0,1 ccm Phenolphtalein! 

0.5 cem Toluol; Eis. Neutralisiert mit n.-NaOH. 20 Stunden Bru 
Verbraucht O ccm n.-NaOH. Die Reaktion wird also durch die Se.bs'- 
verdauung der Fermente nicht mefibar geiindert, sodafs herdurch he 
Prifung auf Lipase keine Fellerquelle entsteht. 


Versuch 3 (Kontrollversuch): Leucinester und Wasser. 


') Zeitschrift des Vereins der deutschen Zuckerindustrie, b 
Heft 592. 
*) Der Valeraldehyd, der als Ausgangsmaterial dient, ist 


optisch aktiv. 
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! ccm Wasser; 0,1 ccm Toluol; 1 ccm Leucinithylester; Ther- 
25° unter haufigem Umschiitteln. Nach 7 Stunden ist noch keine 
eidung von Krystallen zu bemerken. Beim Versetzen mit Alkohol 
Ather entsteht eine feine Triibung. 
Versuch 4 (Kontrollversuch): Leucinester und gekochtes Ferment. 
Behandelt man 1 ccm Leucinithylester unter den Bedingungen 
Versuch 3 mit Fermentfliissigkeit, die 0,05 g Pankreatin auf 1 cem 
enthalt und die 15 Minuten in siedendes Wasser gebracht war, 
nach 7 Stunden keine Abscheidung von Krystallen zu sehen. 

Versuch 5: Leucinester und Pankreatin. 

! ccm Leucinithylester; 1 ccm einer Fermentfliissigkeit der gleichen 
entration wie Nr. 4, aber nicht gekocht. 2'2 Stunden Thermostat 25°. 
Krystallen durchsetzt. Mit Alkohol und Ather versetzt. Abgesaugt 0.2 g. 

Versuch 6: Nachweis der Lipase im «Trypsin» Griibler. 

O08 ¢ Trypsin; 40 com Wasser; 1 ccm Toluol; 1 ccm Phenolphtalein- 

2 ccm Athylbutyrat; Eis; neutralisiert mit n.-NaOH. Thermostat 
. [5 Minuten. Verbraucht 0,5 ccm n.-NaOH. (Bei diesem Versuch 

Umschlag nicht scharf, weil die Fermentkonzentration zu grofs.) 

Versuch 7: Nachweis der Lipase im «Pankreatin 

a) 0.24 g¢ Pankreatin; 10 ccm Wasser; 0.5 ccm Toluol; 0,1 cem 

Iphtaleinlésung; 2 ccm Athylbutyrat. Eis. Neutralisiert mit n.-NaOH. 
\iinuten Thermostat bei 38,6°. Verbraucht 0.7 cem n.-NaQOH. 

Konzentrierte Pankreatinlésungen verseifen schneller. Der Umschlag 

dann ziemlich unscharf. 

b: OS ¢ Pankreatin; 10 ccm Wasser; 0.5 cem Toluol; 0,2 cem Phenol- 


nldsung; 2 ccm Athylbutyrat. Eis. Neutralisiert mit n.-NaOH. 


Zeit im Thermostat bei 38,6 ? Verbrauchte Kubikzentimeter 
Minuten n.-NaOH 
20) 245 
20) 2.6 
2() 2,6 
20) 2.3 
20 1,9 
2() 1.5 
‘ 20) OS 
2) 0.3 
if 


Jetzt wurde noch 1 cem Athylbutvrat zugegeben und neutralisiert. 


linuten Thermostat bei 38,6°. Verbraucht 2,1 ccm n.-NaOH. 
Versuch 8: Abnahme der lipolytischen Wirksamkeit bei 

~elbstverdauung. 

1.6 ¢ Pankreatin: 20 cem Wasser: 3 eem Toluol; durch- 
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geschiittelt: Brutraum 23 Stunden. Dann filtriert.!) }j- 
Fliissigkeit klar durchlief. 

53 ccm des Filtrats; 7 cem Wasser; 0,5 cem T 
0,1 ccm Phenolphtaleinlésung; 2 cem Athylbutyrat; Eis: 
tralisiert mit n.-NaOQH. 20 Minuten Thermostat bei 38,6°. \, 
braucht 0 cem n.-NaOH. Dieses Resultat ist zu vergleicher yy) 
7a. Die proteolytische Wirksamkeit der beiden Fliissigkeiten js 
ungetiihr gleich. Erst nachdem die Fliissigkeit 1 Stund 
Brutraum gestanden hatte, wurde die Verseifung mefbar. \i 
braucht 0,15 ccm n.-NaOH. Eine derartig hergestellte Li 
verseift Leucinester kriiftig. Dehnt man die Selbstverday 
auf 10 Tage aus, so ist die lipolytische Wirksamkeit nic! 
heblich gesunken. 

Versuch 9: Entfernung der Lipase durch verdiinntes . 

1.6 g¢ Pankreatin: 20 ecm Wasser; 3 cem Toluol: 0. / 
Phenolphtaleinlésung:; Eis; neutralisiert mit n.-NaOQH (nu 
nithernd moglich bei der gewahiten Fermentkonzentration ). 
noch 1,7 com n.-NaOH dazu und die Flissigkeit 21 s! 
in den Brutraum. In den ersten Stunden wurde einigema 
geschiittelt. Dann wurde durch ein Faltenfilter gegosse: 
die FF liissigkeit klar durchtief. 

3 cem des Filtrats: 7 eem Wasser: 0,5 ccm T 
0.05 com Phenolphtaleinl6sung: Eis: neutralisiert mit nll! 
und dann mit 1 Tropfen n.-NaOH rot gefirbt. 5 Stunden |) 
raum. Verbraucht 0 eem n.-NaQOH. Erst nach 13 Stu 
wird die Verseifung meBbar. Verbraucht 0,15 cem = n.-Nal! 
Dieses Resultat ist zu vergleichen mit 7a. Es sind also 
noch ganz minimale Spuren von Lipase vorhanden gewe- 
Die proteolytische Wirksamkeit ist nur auf ein Drittel zuriick- 
gegangen. Um dies nachzuweisen, wurde mit Eis gekiih!! 
n.-HC] neutralisiert und mit Mettschen Rohrchen geme-s- 


Kastle u. Loevenhart (loc. cit.) haben gefunden, dafs F) 
durch Filtrierpapier die Lipase unter gewissen Bedingungen fas 
stindig zerstort. Ich konnte eine Schwachung der lipolytischen Wirk: 
deutlich konstatieren; sie lief§ sich jedoch nicht weiter als et 
‘4 zuriickbringen. Die Fermentfliissigkeiten wurden durch Fal 
Schleicher u. Schiill 588 filtriert. 








Spaltung des Leucinesters durch Pankreasferment. 211 





m des bei O° mit n.-HCl neutralisierten Filtrats wurde 
| com Leucinithylester und O,1 ccm Toluol in den Thermo- 
saten bei 25° gestellt. Nach wenigen Stunden war ein Krystall- 
rei entstanden. 
Versuch 10a): E:nwirkung lipasearmer Fermentfliissigkeit in alka- 
Losung auf Athylbutyrat. 
Zur Verwendung kam eine Fermentlisung, aus der durch mehr- 
' Autolyse die Hauptmenge der Lipase entfernt war. Sie enthielt 
Paakreatin in 8cem Wasser: dazu 0.5 cem Toluol; 0.1 ccm Phenol- 
inlosung; 2 ecm Athylbutyrat; Eis: neutralisiert mit n.-NaOH. Dann 
n.-NaQH dazu und 2 Stunden Brutraum. Mit Eis gekiihit und 
.-HCl die tiberschiissige n.-Natronlauge zuriicktitriert. Verbraucht 
n.-HCl. 
1Ob). Genau wie 10a: nur war die verwendete Fermentfliissigkeit 
linuten auf 95—100° gebracht: verbraucht 0.5 cem_ n.-HECL. 
Versuch 11: Darstellung des Leucin-Normalpropylesters. 
Sie geschieht nach der Vorschrift, die E. Fischer?!) fir 
Athvlester gegeben hat. Die Ausbeute betragt 75—80°/o 
Theorie. Nach den neueren Vorschriften E. Fischers 
2?mialige Veresterung, Isolierung der Ester mit Natriummethylat 
wird er sich wohl ziemlich quantitativ gewinnen lassen. Der 
kiutliche Propylalkohol mu fraktioniert werden. Der [ster 
kocht unter 12 mm Druck bei 95—96°. (Thermometer ganz 
mm Dampf.) 
Analyse: 
02014 ¢ Substanz: 13.9 cem N iiber 33° ciger KOH; 17°; 763 mm 
Berechnet: Gefunden: 
8.1% N 8.05 %o N. 
Versuch 12: Fermentfliissigkeit zur Darstellung des aktiven 
cIns, 
1.6 ¢ Pankreatin wurden mit 20 cem Wasser und 3 cem 
louol kraftig durchgeschiittelt. Die Fliissigkeit blieb 23 Stunden 


brutraum. Dann wurde sie filtriert. bis sie klar durchlief 


sich zu tiberzeugen, dai die Hauptmenge der Lipase ent- 
ist, verdiinnt man 3 cem des Filtrats mit 7 cem Wasser 
ind verfihrt nach Versuch 8. — Die Fermentfliissigkeiten be- 
ten ihre Wirksamkeit mehrere Tage ziemlich unveréndert 
Man stellt sie in den Etsschrank. 
Bd. XXXIV, S. 449 


') Berichte d. Deutsch. chem. Ges.. 




































Otto Warburg. 


























Versuch 13: Darstellung des |-Leucins. 

a) 10 cem der nach Versuch 12 bereiteten Fermenttlii:sj.- 
keit werden mit 10 ¢ inaktivem Leucinpropylester  durchye- 
schiittelt und in einen Thermostaten gebracht, der auf 25°, 
vestellt ist. Die Mischung bleibt 11 Stunden bei dieser T 
peratur. Bald beginnt die Leucinausscheidung: solange es iio 
moglich ist, schiittelt man jede halbe Stunde. Spiiter wird 
einem Spatel sehr sorgfialtig durchgeriihrt, etwa 1Omal,. 
alles von den Gefiibwiinden bequem entfernen zu konnen, 
in einem zylindrischen Gefaéb gearbeitet.) Bei groberen Mens 
wird es sich empfehlen, fortgesetzt mechanisch zu riihren. 7 
Schiub gibt man 10 ecm absoluten Alkohol und 10 cem 
soluten Ather zu, riihrt um, Hibt einige Minuten stehen, sa 
ab und wiischt mit Ather bis zum Verschwinden des Es! 
geruchs. Die bei 100° getrocknete Masse wird staubfein 
pulvert, mit 200 ccm Wasser unter Schitteln auf dem Was- 
bad einige Zeit erwiirmt, dann mit Tierkohle wenige Minut 
aufgekocht, filtriert und auf dem Wasserbad auf etwa 5 
verdampft. Da das Leucin sich sehr voluminods abscheid 
saugt man ab, wenn bis auf 50 ccm eingeengt ist, und dan 
das Filtrat weiter ein. Die Menge des mit wenig Wasser ve- 
waschenen, analysenreinen Leucins betréagt 3g. Filtrat 
Waschwiisser werden auf dem Wasserbad wieder eingeeng! 
mit Kupferacetat in geringem UberschuB gefillt. Das mit Wass: 
und Alkohol gewaschene Kupfersalz wiegt 0,19 g, entsprecli 
O15 ¢ Leuein. Die Ausbeute an Leucin betragt also 3.15 . 
oder 83°/o der Theorie. 

Die Analyse ergab: 


iy 
a 


0.1635 ¢ 


Substanz; 0.1481 g H,O; 0,3292 g CQ,. 
Berechnet: Gefunden: 
54.9% C, 9,9%o H. 54,9 9/0 C, 10,1°%o H. 

Die optische Bestimmung: 

0.7016 ¢ Leuein: gelist in 20°/oiger Salzsiure: Gesiin'- 
gewicht der Losung 15,033 g: spez. Gewicht = 1,1; Drehunz 
im 1-dm-Rohr bei Natriumlicht +- 0,77°. Daraus 
ap) = + 15° + 0,49 
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b) Bei einem anderen Versuch, der friiher abgebrochen 
yurde, konnte ein Leucinpriiparat in einer Ausbeute von 70/9 
soliert werden, dessen spez. Drehung -+- 15,5° in 20°/oiger 
Salzsiiure betrug. 

Versuch 14: Die iitherische Mutterlauge des |-Leucins 
enthiilt den d-Leucinester. Da die Versuche nie solange aus- 
sedehnt wurden, bis die Ausbeute an ]-Leucin theoretisch war, 
-, enthielt er stets einige Prozente J-Leucinester. Um = das 
|-.eucin zu gewinnen, verdampft man die iitherische Losung, 
lestilliert unter vermindertem Druck Wasser und Propylalkohol 
‘) und nimmt wieder mit absolutem Ather auf. Es bleibt dann 
n veringer Menge ein Riickstand, der teils aus Ferment, teils 
us Leucin besteht. Man filtriert davon ab, verdampft den 
\ther und kocht den Ester am RiickfluBkiihler mit der zehn- 
achen Menge Wasser, bis die Reaktion nicht mehr alkalisch 
ist. Hierzu geniigen etwa 7 Stunden. Dann behandelt man 
n der Warme kurze Zeit mit Tierkohle, filtriert und verdampft 
las Filtrat auf dem Wasserbad fast zur Trockene. Das d-Leucin 
<heidet sich dann rein weifi ab. Die Drehung hiingt ab von 

Ausbeute, die man an |-Leucin erhalten hat. Im Falle des 


1’ 


versuches 13a ergab die optische Bestimmung in 20° oiger 
Salzsiiure fiir ap, den Wert — 12,4° 
Analyse dieses Priparates: 
45+ ¢ Substanz; 18.2 ccm N iiber 33 °/oiger Kalilauge bei 21° u. 760 mm. 
Berechnet: Gefunden: 
10,7 %o N. 10,7 °/o N 
Wenn beim Verseifen des Propylesters keine Racemisation 
ntritt, liBt sich das d-Leucin zweifellos optisch einheitlich 
zewinnen: man muff dann nur den nach dem Verdampfen des 
\thers, Wassers und Alkohols erhaltenen Riickstand noch einige 
| mit neuer Fermentfliissigkeit stehen lassen. 





XLVIIL. 


hysiol. Chemie 


Samenpflanzen. 
Von 
W. Palladin und S. Kostytschew. 


Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 


(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitat St. Petersburg. 


Wir sind 
schiedener Erwiigungen zu einem und demselben Schilu! 
kommen: die typische anaerobe Atmung ist mit der Alko 
giirung (Zymasegiirung) nicht identisch.') Da nun diese unse! 
Anschauung mit der laufenden Vorstellung von dem Wese) 
anaeroben Atmung in offenbarem Widerspruch steht, so 
ceboten, die Frage nach dem Chemismus der anaeroben Atr 
einer neuen experimentellen Untersuchung zu unterwerfe! 
Resultate dieser Untersuchung bilden den Inhalt der vorliege: 


Abhandlung. 


Dah voreingenommene Ansichten bei der Entwick 
der Lehre von der anaeroben Atmung der Pflanzen eine 
wichtige Rolle gespielt hatten, scheint kaum zweifelhaft zu - 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1906.) 





Anaerobe Atmung, Alkoholgarung und Acetonbildung bei den 


beide zu verschiedener Zeit und auf Grund \ 


Diese Tatsache wird am besten dadurch erliiutert, daf die 


titiit der anaeroben Atmung mit der Alkoholgiirung im Ve 
von 25 Jahren (1872—1897) durch keinen einzigen 
ten Versuch nachgeprtift und trotzdem von allen | 
haben 


genossen als 


Pfeffer?) und Wortmann®’) ihre wohlbekannten Theorie 


') Kostytschew, Berichte d. D. bot. Ges., 1904, 5. 2 


blatt fiir Bakteriol., Il, Abt.. Bd. XIII. 1904. S. 400 


festgestellt betrachtet wurde. So 


Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, 1906, 8. 


2) Pfeffer, Landwirtsch. Jahrbiicher, Bd. VII, 1878, &. 


) Wortmann, Arbeiten d. botan. Inst. zu Wiirzburg. bi 
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Anaerobe Atmung, Alkoholgarung usw. bei den Samenpflanzen 


der Annahme gegriindet, dab der DissoziationsprozeB der Kohlen- 
hydrate bei der anaeroben Atmung genau nach der Gleichung 
der Alkoholgarung erfolgt. Auch Diakonow!) hat sich folgender- 
maben ausgesprochen: «Ohne Sauerstoffatmung oder die sie 
yertretende Alkoholgarung findet kein Leben statt». Derselbe 
Gedanke lag den Versuchen Chudiakows?) zugrunde. Nur 
durch die trefflichen Untersuchungen von Godlewski und 
Polzeniusz?) wurde zuerst der Nachweis daliir geliefert, dab 

anaerobe Atmung der Erbsensamen in allen wesentlichen 
Punkten mit der Zymasegarung tbereinstimmt, denn das Ver- 
haltnis CO, : C,H,O bei der anaeroben Atmung der Erbsen- 
samen entspricht der Gleichung C,H,,0, = 2 CO, +- 2 CH.OH. 
fs ist aber den genannten Forschern nicht gelungen, die An- 
wesenheit eines garungserregenden Enzyms in’ Erbsensamen 
festzustellen. Spiiterhin hat Godlewski') nachgewiesen, dal 
die anaerobe Atmung der Lupinensamen ebenfalls mit der Al- 
koholeairung identisch ist. 

Die Untersuchungen von Godlewski und Polzeniusz 
vurden von Nabokich®) wiederholt und fortgesetzt. Dieser 
Forscher hat gefunden, dal die anaerobe Atmung nicht immer 
it der Alkoholgiirung tibereinstimmt. So schwankt z. B. CO, : 
CHO bei der anaeroben Atmung der Rizinussamen von LOO: 50 

zu 100: 80. Auch bet Erbsensamen wird der Giirungs- 
uotient durch Einwirkung stark saurer LOsungen bis auf die 
Hilfte herabgedritckt. 

Nach den Untersuchungen von Stoklasa®) ist auch die 
nuerobe Atmung der Zuckerriibe mit der Alkoholgiirung iden- 

ch. Dieser Forscher hat auBberdem die wichtige Tatsache 
hervorgehoben, dab ihm die Darstellung der Zymase aus ver- 


Diakonow, Berichte d. botan. Ges., Bd. IV, 1881, S. 1. 
Chudiakow, Landw. Jahrbiicher, Bd. XXII 1894, S. 333 
3, Godlewskiu. Polzeniusz, Bulletin de lAcademie des sciences 
Cracovie, 1897, S. 267: 1901, S. 227. 
Godlewski, Ll. «. 1904. S. 115. 
°>) Nabokich, Berichte d. botan. Gesellschaft. Bd. XXI. 1903, S. 467, 
nal fiir experim. Landwirtschaft, 1903, 5. 696: 1904, 5. 305 (russisch 
Stoklasa, Jelinek u. Vitek, Hofmeisters Beitrage. Bd. IIL. 


» S. 460 
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schiedenen pflanzlichen und tierischen Objekten gelungen <0 
Da aber eine ganze Reihe von Beobachtungen verschiedejey 
Forscher (Cohnheim,?) Batelli,?) Arnheim und Rosen. 
baum,*) Landsberg,®) Mazé,®) Maze et Perrier,*) Por- 
tier®) u.a.) den Angaben-Stoklasas widerspricht und scly|a- 
gende Einwinde gegen die Methodik des bomischen Forscheys 
seitens Maze®) und Portier’) geltend gemacht worden sind. 
so konnen wir die Frage nach dem Vorhandensein der Zymase 
in Samenpflanzen und Tiergeweben noch nicht fiir abgeschlossey 
halten. 

Schhieblich sei noch erwiihnt, da} Hahn’) im Prefsaft yon 
Arum maculatum eine starke Glykolvse ohne gleichzeitige 
Alkoholbildung beobachtet hat. Das zuckerspaltende Agens yo: 
Arum maculatum ist also mit der Zymase nicht identisch 

Unsere eigenen Untersuchungen sind zum groften Te 
mit Hilfe der unlingst von einem von uns!?°) ausfiihrlich be- 
schriebenen Gefriermethode ausgefiihrt worden. Gefrorene \er- 
suchsobjekte wurden in gera’umige U-Rohren gebracht: alsda 
wurde ein konstanter Strom von reinem Wasserstolf durch ; 
Rohren geleitet./!) Die von dem Versuchsmaterial ausgeschieder 
CO, wurde im Barytwasser aufgefangen und durch Tilratio: 


mit Oxalsiiture bestimmt. War eine detaillierte Kenntnis ces 


'y Stoklasa und Cerny, Berichte d. Deutsch. chem. Gesell 
Bd. XXXVI, 1903, S. 622. 

Stoklasa, Pfliigers Archiv, Bd. CI, 1904, S. 311. 
Stoklasau. Cerny, Zentralbl. f. Physiol., Bd. XVI, 1903, 5. 652 
Stoklasa, ebenda, Bd. XVIT, 1903, S. 468, 
Stoklasa, Zentralblatt f. Bakteriologie, 1904. 
Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 1903, S. 336. 

4) Batelli, Comptes rendus, Bd. CXXXVI, 1903, S. 1079. 

* Arnheimu. Rosenbaum, Diese Zeitschrift, Bd. XL, 1903, 4.5 
Landsberg, ebenda, Bd. XLI, 1904, S. 505. 

°) Maze, Annales de l'Institut Pasteur, Bd. XVIII, 1904, 8. 375 u.- 

") Mazé u. Perrier, ebenda, Bd. XVIII, S. 382. 

Portier, ebenda, Bd. XVIII, 1904, S. 633. 

Hahn. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, 1900, > 

~) Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 1906, S. 407. 

Ine Wasserstoffdurchleitung wurde auch wiahrend det 


~ 


— 


stunden nicht unterbrochen. 
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Ganges der enzymatischen Atmung wiinschenswert, so wurde 
CO, direkt in Pettenkoferschen Rodhren absorbiert: sonst 
wurde die Hauptmenge der CO, in einem groben mit 500 cem 
Barvtwasser beschickten Kolben zuriickgehalten: das Petten- 
kofersehe Rohr diente dann nur zur Kontrolle. Um einer Ver- 
dunstung des Alkohols vorzubeugen, wurde zwischen dem U-Rohr 
und den AbsorptionsgefiaBen eine in schmelzendes Kis getauchte 
und mit Wasser gefiillte Wasehflasche eingeschaltet. Ein voll- 
-tiindiges Sterilbleiben des Versuchsmaterials wurde dadurch ge- 
sichert, da letzteres moglichst locker im Rezipienten verteilt und 
mit einer mit Toluol getriinkten Watteschicht bedient wurde: es 
befand sich folglich in einem fortwihrend mit Toluoldiimpfen ge- 
sittigten Gasstrome. Die Wasserstoffdurchleitung dauerte bis zum 
vollstiindigen Aufhoren oder wenigstens bis zu einer sehr starken 
Herabminderung der Kohlensiiturebildung. Alsdann schritt man 
zur Bestimmung des gebildeten Alkohols. Zu diesem Zwecke wurde 
das Versuchsmaterial samt dem Wasser der Waschflasche in 
einen geraiumigen Kundkolben gebracht, mit noch ca, 500 cem 
lestillierten Wassers versetzt und alles mehrfacher Destillation 
interworfen, wobei jedesmal nicht weniger als die Hiilfte der 
Fliissigkeit in die Vorlage iiberging. Bei der ersten Destillation 
wurde immer eine gewisse Menge von Toluol in der Vorlage 
eefunden: derselbe lief sich aber von der tibrigen Fliissigkeit im 
scheidetrichter leicht abtrennen. Die zweite Destillation erfolgte 
aus schwach saurer und die dritte aus schwach alkalischer L6sung. 
Zur Ansiuerung des ersten Destillates wurde W einsiiure, zur Alkali- 
sierung des zweiten wurde Natriumearbonat verwendet. Ohne 
beriicksichtigung dieser Vorsichtsmabregel wird man schwerlich 
ei ganz neutrales Destillat erhalten: meistens enthilt es dann 
ne auf Kongorot alkalisch reagierende und durch Phosphor- 

‘iramsiiure fiillbare Substanz. Die Menge des gebildeten 
Aikohols wurde aus dem spez. Gewichte des vierten bzw. fiinften 
Destillates ermittelt. Das spez. Gewicht wurde mit Hilfe eines 
Zenauen, mehr als 30 ccm fassenden Pyknometers bestimmt. 
Simthehe Fillungen des Pyknometers wurden bei 15,5° C. aus- 
‘iihrt. Zur Identifizierung des Athylalkohols dienten fo 
veaktionen : 
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1. Die Keaktion von Berthelot,!) die folgendermafer 
ausgefiihrt wird: man schiittelt die zu untersuchende Fliissj¢- 
keit mit einer ganz geringen Menge von Benzoylchlorid und 
iiberschiissiger Natronlauge bis zum Verschwinden des stechenden 
Geruchs des Benzoylchlorids. Bei Gegenwart des Athylalkohols 
entwickelt sich der charakteristische Geruch des Benzoesiiure- 
iithylesters. Diese Probe hat den Vorzug, das sie nur mit 
Athylalkohol positiv ausfillt: ihre Empfindlichkeit laBt nichts 
zu Wiinschen iibrig. 

2. Die Jodoformprobe. Diese Reaktion haben wir imme: 
nach der Modifikation von Miintz?) ausgefthrt, die, unseren 
Krfahrungen nach, die empfindlichste ist. 10 ecm des Destillates 
werden mit 2 ¢ Natriumearbonat und 0,1 g Jodpulver versetz: 
und dann auf dem Wasserbade bei 60° bis zur vollstindigen 
Auflo6sung des Jods erwirmt. Nach dem Erkalten scheiden 
sich die charakterischen Krystalle des Jodoforms aus. Diese 
Probe ist zwar empfindlich, doch nicht ganz zuverliissig: sie 
fillt mit verschiedenen Substanzen positiv aus, von denen 
erster Reihe Aldehyde und niedere Ketone in Betracht kommen, 
da sie sich auch im Destillat vorfinden konnen, Ist aber die 
Abwesenheit fliichtiger Aldehyde und Ketone im Destillat fest- 
gestellt, so eignet sich die Jodoformprobe zum Nachweis des 
Athylalkohols in ganz ausgezeichneter Weise. Wir haben das 
Destillat jedesmal mit fuchsinschwefliger Saure gepriift, wodurch 
sich minimale Spuren von Aldehyden und Aceton entdecken 
lassen. Aus der nachfolgenden Darlegung wird ersichtlich sein, 
daB die Jodoformprobe allein fiir den Nachweis des Athy'- 
alkohols ganz und gar belanglos ist. Nun gehen wir zur |i- 
schreibung der einzelnen Versuche iiber. 

Versuche mit Zymin. 
Versuch 1. 

20 g Zymin wurden mit 200 ccm destillierten Was-ers 
und 3 ecm Toluol in einen Kolben gebracht: alsdann wurd 
ein konstanter Wasserstoffstrom durch die Fitissigkeit getrieben. 

'’ Berthelot, Comptes rendus, Bd. LXXIII, S. 496 (Neuba 


und Vogel, Analyse des Harns, 10. Auflage, 1898). 
Miintz, Ann, de ch. et de phys., Sér. 5, Bd. XII, 1878, 5 
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Zeitdauer in CO, in CO, pro 1 Stunde in 








Stunden mg me 
6 99 6 16.6 
6 261.0 43.5 
21'/2 479,6 *) 22,1 
’ 16 306.0 19.1 
D'/s SO ++ 14.6 
1342 82 4 6.1 
2 96 8 
70' 9 1314.6 ') 


Die quantitative Alkoholbestimmung ergab: C,H,OQH = 
[o04.7 mg. 
Versuch 2. 


20 ¢ Zymin wurden mit soviel destillierten Wassers ver- 
-etzt, daB sich ein zihfliissiger Brei gebildet hat. Mit diesem 
breil wurden FlieBpapierstreifen bestrichen, welche sodann in 
einem geriumigen U-Rohr moglichst locker verteilt und mit 
einer mit Toluol getriinkten Watteschicht gedeckt wurden. Durch 
das Rohr wurde dann ein konstanter Wasserstoffstrom geleitet. 











Zeitdauer in CO, in CO, pro 1 Stunde in 








Stunden mg mg 
2 116.8 DS.4 
215 243.0 97,2 
®) 511.2 85.2 
14 L194 29.9 
Ste 131.2 15,4 
1 4 tae D2 
2 6.0 3.0) 
49 1500.8 


*) Eine betriichtliche Menge von CO, ist wiihrend der Nachtstunden 
ren gegangen. Darum wurde in diesem Versuche das Verhialtnis 
UO,: C,H,OH nicht berechnet. 
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Die Menge des gebildeten Alkohols war 1511,3 mg. |), 
das Destillat nicht acetonfrel war,!) so wurde es noch einma| 
mit Natriumbisulfit und einmal mit Natriumearbonat abdestillier 
Im letzten Destillat, das keine Acetonreaktionen aufwies, ws) 
die Menge des Alkohols gleich 1500,3 mg gefunden. — Foleg|ic 
war der durch die Anwesenheit des Acetons verursachte Fehje 
ganz unbedeutend. 
CO, :CsH,OH = 1500,8 : 1500,38 = 100: 100. 

Ebendasselbe Verhiiltnis wurde von Buchner?) fiir di 
Zymasegirung unter Zuckerzusatz gefunden. 

Aus diesen beiden Versuchen ist folgendes ersichtlich 

l. Von der Zymasegiirung unter Zuckerzusatz  unter- 
scheidet sich die Selbstgarung des Zymins_ nicht qualitatiy. 
sondern nur quantitativ. 

2. Durch unsere Versuchsanstellung wird eine ganz genaue 
Bestimmung des gebildeten Alkohols ermoglicht: trotzdem da 
im Versuch 2 die Bedingungen zur Verdunstung des Alkohils 
sehr giinstig waren, fand dennoch kein Verlust des Alkohols stat, 

5. Im Wasserstoffstrome kommt die Selbstgiirung des Zymins 
schneller zu Ende, als im Wasser. Dieses Ergebnis ist dure! 
die Fig. | graphisch dargestellt worden: es bildet die Grund- 
lage der von E. Buchner und Mitscherlich*) angegebenen 
Methode der Darstellung des glykogenarmen Zymins. Auch hi 
einer von uns*) schon friher gefunden, da erfrorene Weizeu- 
keime nur in Gasmedien eine ausgiebige Kohlensiéiurebildung 
entwickeln. 

Versuche mit etiolierten Blattern und Stengelgipfeln von Vicia Faba 

Nach den Untersuchungen von Mazeé*) und Polowzow 
enthalten verschiedene frische Pflanzen eine gewisse Meng 

Das Aceton war im lulttrockenen Zyminpriparat reichiic! 
handen. 
*) E. Buchner, H. Buchner u. M. Hahn, Zymasegirung. 


EK. Buchner und Mitscherlich, Diese Zeitschrift, Bd. X! 
L904, S. 55-4. 
4, Palladin, ebenda, Bd. XLVII, 1906, S. 441. 
5) Mazé, Comptes rendus, Bd. CXXVIII, 1899, S. 1608. 
Mazé, Annales de l'Institut Pasteur, Bd. XVI, 1902, S. 1% 
6) Polowzow, Untersuchung. ib. d. Pfllanzenatmung, 1901 (rus; 
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A\thvlalkohol. Daher ist eine quantitative Bestimmung des 
Alkoholgehaltes frischer Versuchsobjekte fiir unsere Zwecke 
wentbehrlich. Emme solche Bestimmung wurde im folgenden 
Versuche ausgefiihrt. 


Versuch 3 


Kontroll- | 
q 
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fi“ SF° ne apasnmng 


2130 frischer sie! ] 
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VieiaFa- | : \ 
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{ wurden mit é < 
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en Menge ’ 


lestillierten é \ 
Wassers ver- [ot ‘ 
stundinder Cece ~—L ----4- -+---- 


S. 217 be- 
‘iriebenen 
Weise mehr- 
wher Destilla- 

unierwor- 
Das letzte 
Destillat gab- 
zende Reak- 


cil. 


Reaktion y a 
G1 : } A 
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: wy ‘ 
} + > m = ae eee 2 — , oo 
i uC hsi n- 0 20 1) 4d M 64 40 
hwefliger SURE 


Suure negativ. Fig. I. 
4 Jodoform- Kohlensaureausscheidung von 20g Zymin im Wasser («) und 
tis nach im Wasserstolte (4) 
Z positiv. 3. Reaktion von Berthelot positiv. 
Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 58,2 meg 
7.9 mg auf 100 ¢ der Frischsubstanz). 
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Versuch 4. 


Ktiolierte Stengelgipfel von Vicia Faba wurden in 2\ 
Portionen geteilt: a) Bliitter (120 ¢) und b) Gipfel ohne Blitte: 
(117 ¢). Beide Portionen wurden erfroren und in den Petten- 
koferschen Apparat gebracht. Temperatur 20°. 














Wasserstoffstrom. 

a! Erfrorene Bliitter b) Erfrorene Gipfel ohne Bliit 
Zeitdauer’ CO, in CO, pro LSt.in]}]Zeitdauer CO, in’ CO, pro 1st 
in Stunden mg mg inStunden mg me 

2 48.0) 24.0) f 59,2 14.5 
» 57.6 28.8 3 4) 4 13.5 
f 41.2 10.3 61/2 36.8 5.6 
6 20.0 3.3 i) 20.4 2.3 
13 14.5 1,1 242 26.0 ® 
—— a 412 Spur 
27 181.6 D7 /2 182.8 





Alkoholbestimmungen. 

a) Erfrorene Bliitter. Reaktionen des Destillates wi 
Versuch 3. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 63,{ im: 

C,H,0OH in 120 g frischer blatter = 32.5 
Von den ertrorenen Bliittern wurde gebildet: C,H,OH = 31,1 
CO, :0,8,08 = 1614,6:311 = Be: #1. 

b) Erfrorene Gipfel. Das Destillat gab dieselben Reaktion« 
wie im Versuch 3. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 65,7 mz 

CH{OH in 117 ¢ frischer Gipfel = 31," 

Von den erfrorenen Gipfeln wurde gebildet C,H,OH = 33.5 

CO, : C,H,OH = 182,8 : 33,8 = 100: 18,5. 

Dieser Versuch zeigt, dab zwischen der anaeroben Atmun: 
erfrorener Gipfel und bliatter gar kein Unterschied bes! 
Darum wurden in den weiter folgenden Versuchen die Bl: 
nieht von den Gipfeln abgetrennt. 
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Versuch 5. 


















Die Gipfel der alten etiolierten Stengel von Vicia Faba 
{45 g) wurden erfroren und in den Pettenkoferschen Apparat 


sepracht. Temperatur 19°. 


Erfrorene Gipfel. 




















™ aa ; Wasserstoffstrom 
Zeitdauer in ae 
‘0, 1 ' sd 
Stunden ( ), _ CO, pro | Stunde in 
my mg 
™ } 101.8 365.2 
pt/o DSS 16.8 
[9'/2 101.6 y 2 
26 269.2 
Alkoholbestimmung. 
Das Destillat gab dieselben Reaktionen wie im Versuch 3. 
- | [ie quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 40,6 mg. 
CH.OH in 145 g frischer Gipfel = 39,6 meg. 
Von den erfrorenen Gipfeln wurde gebildet C,H,OH —= Spur. 


Versuch 6. 


209 g etiolierter Stengelgipfel von Vicia Faba wurden 
erfroren und in den Pettenkoferschen Apparat gebracht. 
femperatur 19°. 


Erfrorene Gipfel von Vicia Faba (Wasserstoffstrom). 











Zeitdauer in CO, in CO, pro 1 Stunde in 








2 
Stunden | mg meg 
) L004 33,D 
6 124.8 POS 
18 8? 0 t.D 
1'/. 6,4 4.3 
28'/2 313.6 


Alkoholbestimmung. 


Keaktionen des Destillates wie im Versuch 
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Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 83, 
C,H,OH in 209 g frischer Gipfel = 57,1 mg. 
Von den erfrorenen Gipfeln wurde gebildet C,H,OH = 26,6 in, 
CO, : C,H,OH = 313,6 : 26,6 = 100: 8,4. 
Durch diese Versuche wird der Nachweis dafiir erbra 


dafi die anaerobe Atmung erfrorener Stengelgipfel von Vicix 


‘ 


Faba keine Alkoholgirung ist. Die von dem Versuchsmateris 
gebildeten unbedeutenden Mengen des Alkohols bleiben beins), 
in den Grenzen der Versuchsfehler. Es darf niamlich pic! 
aufer acht gelassen werden, dal die zum Kontrollversuch  }e- 
nutzten Keimlinge nicht gleichzeitig mit den tibrigen gezouw 

wurden. Folgender Versuch zeigt, dab die kiinstliche Zuck 

zufuhr keinen groBen Einflub hat auf die Grobe von CO, : C,H.Ui 
erfrorener Gipfel. 


Versuch 7. 


Die Gipfel der etiolierten Stengel von Vicia Faba wur 
im Verlauf von drei Tagen auf 10°/oiger SaecharoselOsung im 
diffusen Lichte kultiviert. Ein Teil der Gipfel (69 g) wurde 
den Kontrollversuch verwendet, das Ubriggebliecbene (17> 
wurde erfroren und in den Pettenkoferscben Apparat 
bracht. Temperatur 20°. 

a) Kontrollportion. 69 ¢ frischer Gipfel wurden ii: 
auf Seite 217 beschriebenen Weise bearbeitet. Das letzte Dest! 
gab dieselben Reaktionen wie im Versuch 3. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 17,5 
(25.1 mg auf 100 ¢ der Frischsubstanz). 

b) Versuchsportion. Versuchsdauer 26 Stunden. CO, = 
224.0 mg. Das erhaltene Destillat gab folgende Reaktionen 
I. Keaktion mit) fuchsinschwefliger Saure sehwach_ posiit 
2. Jodoformprobe nach Mintz positiv. 3, Reaktion von Berthe 
positly. 


Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 118,61 
CJHJOH in 178 ¢ frischer Gipfel = 44,6 mg. 


Von den erfrorenen Gipfeln wurde gebildet: C,H,OU 
74.0 mg. 


CO, : C,H.OH = 224 : 74 = 100: da. 
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Versuche mit Samen und Keimlingen von Lupinus luteus. 
Versuch & (Kontrollversuch). 
g samen von Lupinus luteus wurden im Verlauf von 
) Tagen unter einer diinnen Wasserschicht geweicht, dann ab- 
veschilt und in zwei Portionen geteilt. Die erste Portion (a) 
ede zur Alkoholbestimmung unmittelbar, die zweite (b) nach 
rhergehender Ertrierung verwendet. 

Portion a) 400 frische Lupinensamen (88 g) wurden zur 
\|koholbestimmung verwendet. Das letzte Destillat gab folgende 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure negativ. 

lodoformprobe nach Miintz sehr schwach. 3. Reaktion von 

Herthelot sehr schwach. 
Hl Das spezifische Gewicht der Flissigkeit war gleich 1,0000. 
Wie Menge des gebildeten Alkohols war also unmefbar gering. 
Portion b) 400 Lupinensamen (87 g) wurden erfroren 


Fo 


dann zur Alkoholbestimmung verwendet. Das erhaltene 
estillat gab folgende Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsin- 
welliger Saure negativ. 2. Jodoformprobe nach Miintz sehr 
schwach. 38. Die Reaktion von Berthelot zweifelhaft. Die 
ntitative Bestimmung ergab, dali die Menge des Alkohols 
nmebbar gering war. 
Versuch 9. 

Samen von Lupinus luteus wurden im Verlauf von 
wel Tagen unter einer ditnnen Wasserschicht geweicht, dann 
beeschiilt und in zwei Portionen zu je 500 Samen geteilt. Die 

‘Portion (120g) wurde unmittelbar in den Pettenkoferschen 
Apparat gebracht. Die zweite Portion (104 ¢) wurde erst er- 
ven, dann ebenfalls in den Pettenkoferschen Apparat ge- 
cht. Temperatur 20°. Wasserstoffstrom. 
au) Lebende Samen. Versuchsdauer 24 Stunden. CO, = 
20mg. Das erhaltene Destillat gab folgende Reaktionen: 
\eaktion mit fuchsinschwefliger Saure sehr schwach. 2. Jodo- 
probe nach Mintz positiv. 3. Reaktion von Berthelot 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 174,0 mg. 

CO, : C,H.OH = 192 : 174 = 100: 90,6. 
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Dieses Resultat stimmt mit den Angaben Godlewski- 
vollkommen wberein, der fiir lebende Samen von Lupinus 
luteus CO, : C,H,0H = 100: 96 gefunden hat. 

b) Erfrorene Samen. Versuchsdauer 25 Stunden. Ci, 
84.0 mg. 

Das erhaltene Destillat gab folgende Reaktionen: 1. Reakt) 
mit fuchsinschwefliger Saure sehr schwach. 2. Jodoformpro), 























nach Miintz positiv. Reaktion von Berthelot zweifelhafi 
Die quantitative Bestimmung ergab, dai die Menge 
Alkohols unmebbar gering war (spezifisches Gewicht = 0,9909s 
CO, : CB.08 == Gé-@. 


Versuch 10. 


OOO Samen von Lupinus luteus (130 g) wurden im \\ 
lauf von zwei Tagen unter einer diinnen Wasserschicht gew: 
dann abgeschiilt, erfroren und in den Pettenkoferschen A) 
gebracht. Temperatur 20°. Wasserstoffstrom. 

Versuchsdauer 24 Stunden. CO, = 152,0 mg. 

Die Alkoholbestimmung ergab, daB die Menge des Alkoho- 
unmebbar gering war. lHKeaktion von Berthelot zweifl 

CO, : C,H;,OH = 152 : 0. 


Versuch 11. 


(OO Lupinensamen (101 g) wurden im Verlauf von 
Tagen im Wasser geweieht, dann abgeschiilt, erfroren un 
den Pettenkoferschen Apparat gebracht. Temperatur 2) 
Wasserstoffstrom. 

Versuchsdauer 46 Stunden. CO, = 238,8 mg. 

Alkoholbestimmung. 

Das letzte Destillat gab folgende Reaktionen: 1. Reakt 
mit fuchsinschwefliger Siiure negativ. 2. Jodoformprobe 
Miintz positiv. 38. Reaktion von Berthelot positiv. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = &5.' 

CO, : C,H,O8 <= 238;8 : 63,6 << 10D : 35,0. 


', Godlewski. Bulletin de lAcadémie des sciences de ¢ 


I 1d. 


190-4. S., 
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Bei diesem Versuche war die Erfrierung keine befriedigende: 
us | de Temperatur der Kaltemischung war zufilligerweise bedeutend 
' ioher, als bei allen iibrigen Versuchen. Daher l&Bt sich wahr- 
e-heinlich der Umstand erkliiren, dai in diesem Falle eine 
\koholbildung stattgefunden hat. 


Versuch 11. 


8 tiitige Keimlinge von Lupinus luteus (Liinge des Hypo- 

kotvls 5—9 em) wurden in drei Portionen geteilt. Die erste 

. Portion (200 Keimlinge = 125 ¢) wurde unmittelbar zur Alkohol- 
F jestimmung verwendet. Die zweite Portion (220 Keimlinge — 

(;0 ¢) wurde unmittelbar in den Pettenkoferschen Apparat 


ebraeht. Die dritte Portion (3850 Keimlinge = 217 g) wurde 
erst erfroren und dann ebenfalls in den Pettenkoferschen 


Apparat gebracht. Temperatur 20°. Wasserstoffstrom. 
a) Kontrollportion. Das erhaltene Destillat gab folgende 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure negativ. 
?. Jodoformprobe nach Mintz positiv. 3. Reaktion von Berthelot 
sitiv. Die quantitative Bestimmung ergab jedoch, dah nur 
Spuren von Alkohol im Destillat vorhanden waren. 
b) Lebende Keimlinge. Versuchsdauer 23 Stunden. 
CO, = 336,0 mg. Die quantitative Bestimmung ergab, dafi die 
Menge des Alkohols gleich 240.1 mg war. Da aber das letzte 
kestillat eine sehr starke Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure 
so wurde eine abgewogene Menge der Fliissigkeit mit 
\atriumbisulfit abdestilhert: das erhaltene Destillat wurde mit 
Natriumearbonat neutralisiert und wieder abdestilliert. Das 
iztc Destillat gab folgende Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsin- 
iwefliger Siure negativ. 2. Jodoformprobe nach Miintz 
‘iliv. 38. Reaktion von Berthelot positiv. 
Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 212.1 mg. 
CO, : C,B.O8 = 336-: 212.17 = S00: GGt: 
c)Erfrorene Keimlinge. Versuchsdauer 23'.2 Stunden. 
= 40,0 mg. Das tetzte Destillat gab folgende Reaktionen: 
weaktion mit fuchsinschwefiliger Siiure positiv. 2. Jodoform- 
enach Mintz positiv. Eine abgewogene Menge der Fliissig- 
wurde erst mit Natriumbisulfit und dann mit Natriumecarbonat 
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abdestilliert. Das erhaltene Destillat gab folgende Reaktj 
1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure negativ. 2. Jodoforr- 
probe nach Miintz negativ. 3. Reaktion von Berthelot negatiy 
Das spezifische Gewicht der Flissigkeit war gleich 1,000, F, 
lich war kein Alkohol im Destillat. 
CO, : CSH;0H = 46: 0. 
Versuch 12. 

900 9 tigiger Keimlinge von Lupinus luteus (Liinge des 
Hypokotvls 3—6 cm) wurden erfroren und in den Petten- 
kofersehen Apparat gebracht. Temperatur 20° Wasserstoffstroy 

Versuchsdauer 29 Stunden. CO, = 56,8 mg. 


Der Alkohol wurde nicht bestimmt. 


Aus den Versuchen mit Lupinensamen und Lupinenk 
lingen laBt sich folgendes schlieben: 

Die anaerobe Atmung lebender Lupinensamen ist mi! 
Alkoholgiirung beinahe identisch. Die anaerobe Atmung lebend 
Lupinenkeimlinge ist zwar keine typische Alkoholgiirung. 
entstammt auch in diesem Falle mehr als die Hilfte der CO, 
dem Prozeb der Alkoholgiirung. Die anaerobe Atmune ert: 


rener Lupinensamen und Keimlinge hat dagegen mit 
Alkoholgiirung nichts zu tun, da in diesem Falle tiberhauyt 
keine Alkoholbildung stattfindet. Es ist danach zu schiiebe: 
dali die Alkoholproduktion lebender Samen und Keimlinge cut- 
weder durch die Tiitigkeit des Plasmas selbst erfolgt, ode: 
wird die Lupinenzymase durch niedere Temperaturen zerst0r' 
diese letztere Ansicht scheint uns wahrscheinlicher zu sein. 
Die Getriermethode ermoglicht jedenfalls eine Trennung anaerole! 
Atmungsvorgiinge und liefert zugleich den Beweis, dab die ani 
robe Atmung auch bei nachgewiesener Abwesenheit der Zyt 
moglich ist. Auf der Fig, Il. sind CO,-Ausscheidung und Alko! 
bildung der Lupinensamen und Lupinenkeimlinge (auf 100 ¢ 
Frischsubstanz bezogen) graphisch dargestelit worden. 
Versuche mit Samen von Ricinus communis. 
Versuch 13. 

Samen von Ricinus communis major wurden im | 

lauf von drei Tagen im Wasser geweicht, dann abgeschiil! 
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in dret Portionen zu je 200 Samen geteilt. Die erste Portion 
<2 ¢) wurde direkt zur Alkoholbestimmung verwendet, die 
zweite Portion (83 g) wurde unmittelbar in den Pettenkoferschen 
Apparat gebracht; die dritte Portion wurde erst erfroren und 
dann ebenfalls in den Pettenkoferschen Apparat gebracht. 
Temperatur 20°. Wasserstoffstrom. 


q Kontrollportion. ne [a i ———— 
Das erhaltene Destillat eS = Aa 
sab foleende Reaktio- a ee ee es Roe ee ee ee SS 
/ 
nen: 1. Reaktion mit oe oe va 
: . ° ! 4 
fuchsinschwefliger Pott OE eee 
: ‘ ) | 4 
Siiure positiv. 2. Jodo- | Pa 


rmprobe nach Mintz 
positiv. Das spezifische 
Gewicht des Destillates 
war gleich 1,0000. Eine 
abvewogene Menge der 
Fliissigkeit wurde erst 
mit Natriumbisulfit und 
lann mit Natriumearbo- 

it abdestilliert. Das er- 
haltene Destillat gab fol- 
gende Reaktionen: 1. 








Reaktion mit fuchsin- | | | I 
<chwefliger Siture nega- Samer Keimlange 
tiv. 2. Jodoformprobe Fig. I. 


ch Miintz nevativ, Lupinus luteus. «) anaerobe Atmung der lebenden 
; Samen und Keimlinge, 4) Alkoholbildung der leben 


9 ‘ern : _— : 
v heaktion Von Be :* den Samen und Keimlinge, c) anaerobe Atmung der 
helot negativ. Das erfrorenen Samen und Keimlinge. 


spezifische Gewicht der Fliissigkeit war gleich 1,0000. Folglich 
war das Destillat vollstandig alkoholtfrei. 

Durch dieses Ergebnis wird das Unzuliingliche der Jodo- 

‘mprobe in uberzeugender Weise klar gelegt. 

b) Lebende Samen. Versuchsdauer 25 Stunden. CO, = 
“0.0 mg. Das erhaltene Destillat gab folgende Reaktionen: 
|. Reaktion mit fuchsinschwelliger Séure positiv. 2. Jodoform- 
probe nach Miintz positiv. 3. Reaktion von Berthelot positiv. 


lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIIL. Ib 
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Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 53,9 my 
CO, : C,H,OH = 90 : 53,9 = 100 : 59,9. 
c)Erfrorene Samen. Versuchsdauer 47 Stunden. CO, 

171,6 mg. Das letzte Destillat gab dieselben Reaktionen, wie 

das Destillat von lebenden Samen. Die quantitative Bestimmun, 

ergab: C,H,OH = 101,0 mg. 
CO, : C,H.OH =<: 171,6 : 101 = 9060 : 3630. 

Aus diesem Versuche ist ersichtlich, daB das Gefrierey 
keinen EinfluB hat auf die Grobe des Verhiiltnisses CO, : C,H.OH 
bei den Ricinussamen. Es darf jedoch nicht vergessen werdey, 
daf die gequollenen Ricinussamen viel Ol und wenig Wasse: 
enthalten, wodurch ein totales Gefrieren bedeutend erschwert wird 


Versuche mit Weizenkeimen. 
Versuch 14. 


170 ¢ geweichter und dann erfrorener Weizenkeime wurden 
mit 400 cem eines ausgekochten Weizenkeimextraktes und | 
NaF in einen geriiumigen Kolben gebracht. Alsdann wurde ein 
konstanter Wasserstoffstrom durch die Fliissigkeit getriebe: 
Temperatur 19°. 











Wasserstoffstrom. 
Zeitdauer in CO, in CO, pro 1 Stunde 
Stunden mg meg 
ee yO) -$ St, 
23) 134.0 9.3 
1X 33.2 19 
24! 2 28,0 1.0 
29 20,0 0.9 
{8 Qo 0.5 
119 274.8 


Alkoholbestimmung. 
Das letzte Destillat gab folgende Reaktionen: 1. Reak 
mit fuchsinschwefliger Saéure positiv. 2. Jodoformprobe 1: 


) 


Mintz positiv. 3. Reaktion von Berthelot positiv. 
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Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 111,2 mg. 
Das Destillat gab die Jodoformreaktion in der Kiilte. Auch bet 
Zusatz von NH, und Jodtinktur wurde Jodoformbildung beob- 
achtet (Reaktion von Gunning). Danach ist zu schlieben, 


i dali das Destillat acetonhaltig war. Die Menge des Alkohols 
wurde also vielleicht etwas zu grof gefunden; auch wurde leider 
kein Kontrollversuch ausgefiihrt. Aus diesen Griinden wurde 
bei diesem Versuche CO, : C,H,OH nicht berechnet. 


as ae > 


Versuch 15. 
Im Wasser geweichte Weizenkeime. 24 


7 ¢ davon wurden 
uninittelbar zur Alkoholbestimmung verwendet. 


Kine andere 
! ' Portion (100 ¢) wurde erfroren und in den Pettenkoferschen 
Apparat gebracht. Temperatur 19°. 


Erfrorene Weizenkeime (Wasserstoffstrom ‘ 





Zeitdauer in CO, in CO, pro 1 Stunde in 








Stunden mg mg 
) 187.8 x76 
2 76.0 8.0 
219 4 22,6 
{5 100.8 16.8 
. I+ 118.8 8,9 
S' 9 72.8 RD 
- () 138.0 6.9 
23 94 4 +1 
16 a6 .4 oD 
97 901.4 


Alkoholbestimmungen. 

a) Kontrollportion. Das erhaltene Destillat gab folgende 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure positiv. 
~. Jodoformprobe nach Miintz positiv. 3. Reaktion von Ber- 
‘helot positiv. Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 
l0i.9mg. Eine abgewogene Menge der Fliissigkeit wurde erst 
uit Natriumbisulfit, dann mit Natriumearbonat abdestilliert. Das 
etzie Destillat gab folgende Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsin- 


16* 
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) 


schwefliger Siiure negativ. 2. Jodoformprobe positiv. 3. Re 
tion von Berthelot positiv. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 106.1 1g. 
Die mit fuchsinschwefliger Saéure reagierende Substanz war als 
in minimaler Menge vorhanden. Der Riickstand von der unte; 
Zusatz von Natriumbisulfit ausgefiihrten Destillation wurde yj: 
Natriumearbonat zerlegt und wieder abdestilliert. Das erhaltene 
Destillat gab mit fuchsinschwefliger Siaure rote Fiirbung: die 
Jodoformprobe in der Kilte (Liebensche Reaktion) und 
Reaktion von Gunning fielen jedoch negativ aus. 

b) Versuchsportion, Das durch Destillation mit Natriuim- 
bisulfit und Natriumearbonat gereinigte Destillat gab folgend 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure negatiy 
2. Jodoformprobe nach Miintz positiv. 3. Reaktion von Ber- 
thelot positiv. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 879.2 ig 

CH,OH in 100 g frischer Keime == 42,5 mg. 

Von den erfrorenen Keimen wurde gebildet: C,H,OH 
S367 mg. 

CO, : C,H.OH = 901,4 : 836,7 = 960 : 92,2. 

Die anaerobe Atmung erfrorener Weizenkeime ist a> 
mit der Alkoholgiirung beinahe identisch. 

Der Riickstand von der unter Zusatz von Natriumbisullit 
ausgefiihrten Destillation wurde mit Natriumearbonat zerieg 
und wieder abdestilliert. Das erhaltene Destillat gab folgenie 
Reaktionen: 1. Mit fuchsinschwefliger Siiure rote Fiéirbung 
2. Mit Nitroprussidnatrium in schwach alkalischer Losung rol: 
Fiirbung (Legalsche Reaktion). 3. Mit Jodtinktur und NI! 
der Kiilte Jodoformbildung (Gunningsche Reaktion). 4. Mit Jov- 
jodkalium und Natronlauge ausgiebige Jodoformausscheidun: 
der Kiilte (Liebensche Reaktion). 

Durch diese Proben wird die Anwesenheit des Acelon- 


Im Destillat festgestellt. Fiir eine quantitative Bestimmung wa 
jedoch die Menge des Acetons zu gering. Die Acetonbidung 


erfolgt auch bei Sauerstoffzutritt, wie es aus folgendem 
suche ersichtlich ist. 








ee . " } )* ‘ 
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Versuch 16. 


100 g in Wasser geweichter Weizenkeime wurden erfroren, 
ein U-Rohr gebracht und mit einer mit Toluol getriankten 
\Vasserschicht bedeckt. Im Verlauf von 97 Stunden wurde 
ei) konstanter Luftstrom durch das Kohr geleitet. Alsdann 
wurde das Versuchsmaterial und das Wasser der Waschflasche 
in einen Destillationskolben gebracht, mit destilliertem Wasser 
versetzt und mehrfacher Destillation unterworfen. Das letzte 
Destillat wurde mit Natriumbisulfit versetzt und wieder ab- 
destilliert. Der Riiekstand von dieser Destillation wurde mit 
Vatriumearbonat behandelt und wieder abdestilliert. Das er- 
haltene Destillat gab siimtliche im Versuch 15 angegebenen 
Acetonreaktionen. Es bleibt noch einstweilen dahingestellt, ob 
hei der Atmung erfrorener Weizenkeime direkte Acetonbildung 
stattlindet: es ist ja wohl modglich, daB sich eine nicht bestiindige, 
bei der Destillation Aceton abspaltende Substanz (wie z. B. 
Acetessigsiiture) im Versuchsmaterial anhiiuft. 

Die Acetonbildung bei der Atmung ist eine in der tierischen 
Physiologie schon liingst bekannte Tatsache.') In der letzten 
Zeit wurde u. a. die nicht unwahrscheinliche Vermutung aus- 
sesprochen,”?) dab Aceton bei der Oxydation des Leucins ab- 
abvespalten wird: 


CH, CH, CH, CH, 
\ Fs 7k ft 
CH CO 
CH, eee CH, 
| 
CHNH, CHNH, 
COOH COOH 


In unseren Versuchen haben wir eine zweifellose Aceton- 
nur bei Weizenkeimen beobachtet. 


bildung 
‘) Eine gute Zusammeniassung der Literatur iiber das Aceton findet 
ian bei R. Waldvogel «Die Acetonkérper», Stuttgart 1903. 
*) v. Noorden u. Embden, Zentralblatt fiir die gesamte Physio- 
logie u. Pathologie des Stoffwechsels, Bd. I, 1906, S. 2. 
Embden, Salomon und Schmidt, Hofmeisters Beitrige, 


Bd. VIII, 1906, S. 129. 
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Versuche mit Samen von Pisum sativum. 
Versuch 17. 

Samen von Pisum sativum wurden im Verlauf yop 
24 Stunden unter einer diinnen Wasserschicht geweicht, dany 
abgeschiilt und in zwei Portionen zu je 250 Samen geteijt 
Die erste Portion (180 g) wurde zur Kontrolle verwendet. die 
andere (185 ¢) wurde erfroren und in den Pettenkoferschen 
Apparat gebracht. Temperatur 19°. 


Wasserstoffstrom. 
























Zeitdauer in CO, in CO, pro 1 Stunde in 
Stunden mg mg 
L'/s 39,2 | 26.1 
2'/s 92,0 | 36.8 
de 108.2 30.9 
12" 2 186.4 15,0 
3 43,2 14.4 
2/3 27,2 | 10.9 
37/4 50.0 8.0 
17 804 +5 
7 36.8 6.2 
2 | 79.6 3.8 
2? D6 .4 2.6 
21 45.0 2.0 
117 $27.4 


Alkoholbestimmungen. 


a) Kontrollportion. Das letzte Destillat gab folgende 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure schwacl 


positiv. 2. Jodoformprobe nach Miintz positiv. 3. Reaktion von 
Berthelot positiv. 

Die quantitative Bestimmung gab: C,H,OH = 106,41 

b) Versuchsportion. Das letzte Destillat gab diesci) 
Reaktionen wie das Kontrolldestillat. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 725.0 1 
CH,OH in 250 frischen Samen = 106,4 mg. 
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Von den erfrorenen Samen wurde gebildet: C,H,OH = 

621.9 mg. 
CO, : C,H,OH = 827,4 : 621,9 = 100: 45,2. 
Versuch 18. 

Samen von Pisum sativum wurden im Verlauf von 
24 Stunden unter einer diinnen Wasserschicht geweicht, dann 
abgeschilt und fiir 2 Stunden auf FlieBpapier gelegt. Alsdann 
wurden die Samen in drei Portionen zu je 200 Stiick geteilt. 
Die erste Portion wurde zum Kontrollversuch verwendet: die 
heiden anderen wurden erfroren und in den Pettenkoferschen 
Apparat gebracht. Temperatur 20°. 


Erfrorene Erbsensamen. 











CO, in Milligramm 
Versuchsdauer in ees sini ¥5 aavenane — 
2. Portion (119 g) 3. Portion (121 g) 
Stunden . 
Luftstrom Wasserstoffstrom 
G8 1482.0 7729.2 





Alkoholbestimmungen. 


a) Kontrollportion. Das erhaltene Destillat gab folgende 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Séure positiv. 
2. Jodoformprobe nach Miintz positiv. 3. Reaktion von Berthelot 
schwach positiv. 4. Legalsche Reaktion positiv. 5. Reaktion 
von Gunning negativ. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = Spur. 

b) Luftportion. Das letzte Destillat gab dieselben Re- 
aktionen wie im Versuch 17. Die quantitative Bestimmung 
ergab: C,H,OH = 1013,4 mg. 

CO, : C,H,OH = 1482,0: 1013,4 = 100: 68,4. 

c) Wasserstoffportion. Das letzte Destillat gab die- 
selben Reaktionen wie im Versuch 17. 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 552,7 mg. 

CO, : CH.O8 == 77/5,2 : 562,7 = 190: 723. 

Die Versuche 17 und 18 zeigen, dai die anaerobe Atmung 
crirorener Erbsensamen zum gréften Teil Alkoholgirung ist. 
Das Verhiiltnis CO, : C,H,OH entspricht jedoch nicht demjenigen, 
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das von Godlewski und Polzeniusz!) bei lebenden Erbse; 


samen gefunden wurde. Es scheint also nicht ganz unwahr- Re 
<cheinlich zu sein, daf durch die Emwirkung niedrigerer Tem- 4 2 


peratur eine totale Zerst6rung der Erbsenzymase bewerkstellict 
werden koOnunte. Derartige Versuche (unter Anwendung 
fliissigen Luft) beabsichtigen wir zu unternehmen. 

Obschon die in unseren Versuchen ausgefiihrte Erfrierun 
fiir die Zerst6rung der Erbsenzymase unzureichend war, war 
die Samen dennoch get6tet; ein Zeugnis dafiir ist die Tatsache, 
dai CO, : CSHZOH erfrorener Samen bei Sauerstoffzutritt der- 
selbe ist, wie bei SauerstoffabschluB. Bei der Sauerstoffatmuny Wl 
lebender Samen wird im Gegenteil eine nur unbedeutende Meine 
Alkohol gebildet, wie aus dem folgenden Versuche ersichtlich is! 

Versuch 19. 

Samen von Pisum sativum wurden im Verlauf \ 
2% Stunden unter einer diinnen Wasserschicht geweicht, dann 
abgeschiilt und fiir 2 Stunden auf Fliebpapier gelegt. Alsda) 














i 
; ; ; , : ss : Al 
wurden die Samen in drei Portionen zu je 300 Samen geteil! 
Die erste Portion wurde zum Kontrollversuch verwendet, dic 
beiden anderen Portionen wurden in den Pettenkoferschen | 
Apparat gebracht. ‘Temperatur 22—24°, ove 
Lebende Erbsensamen (Luftstrom). . 
2. Portion 3. Portion? oe 
Versuchsdauer in CO, in Versuchsdauer in CQ, in . 5°] 
Stunden mg Stunden mg - 
24 1204.0 22 1052.8 | 
Alkoholbestimmungen. 
a) Kontrollportion. Das erhaltene Destillat gab die- | ze 
selben Reaktionen wie im Versuch 17. 
Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 113,1 mz zi 


Godlewskiu. Polzeniusz, Bulletin de l’Academie des scie: 
de Cracovie, 1901, S. 227. 
*, Die Luftdurchleitung wurde bei der Portion 3 fiir die 
Nacht unterbrochen. Infolgedessen hat sich eine bedeutende Meng: : 
Alkohols gebildet. 
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b) 2. Portion. Das erhaltene Destillat gab folgende 
Reaktionen: 1. Reaktion mit fuchsinschwefliger Saéure positiv. 
2 Jodoformprobe nach Miintz positiv. 3. Reaktion von Berthelot 

sitIv. 





Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 273,0 mg. 
C,H,OH in 300 frischen Samen = 113,1 mg. 

Bei der Sauerstoffatmung lebender Samen wurde ge- 
iidet: C,H,OH = 159,9 mg. 

CO,:C,H,OH = 1204: 159,9 = 100: 16,6. 

¢c) 3. Portion. Das Destillat gab dieselben Reaktionen 
wie bel b). 

Die quantitative Bestimmung ergab: C,H,OH = 879.4 mg. 

C,H,OH in 300 frischen Samen = 113,1 mg. 
Von den lebenden Samen wurde gebildet: 766.3 mg. 
CO, :C,H,OH = 1052,8 : 766,35 = 100: 72,7. 
Wie aus der Anmerkung auf S. 236 ersichtlich, befand 
h die Portion 3  hauptsaéchlich in einer sauerstofitreien 
\tmosphare. 

Uberblicken wir die Ergebnisse unserer Versuche, so er- 
--hen wir eine vollkommene Bestiitigung der von einem von 
ns bereits vor 2 Jahren ausgesprochenen Voraussetzung: !) 
Wenn so hiiufig von der Identitiit der anaeroben Atmung mit 
ler Alkoholgarung gesprochen wird, so Jabt sich dies wahr- 
scheinlich dadurch erkliren, da® ... eine Anzahl von Ubergangs- 
typen existiert, die gleichzeitig mit der anaeroben Atmung. . 
eine mehr oder weniger typische Alkoholgirung hervorzurufen 
imstande sind, » 

Auch der andere von uns hat sich folgendermaben aus- 
gesprochen:?) «... der in gefrorenen bliittern sich abspielende 

ierobe Prozess der Kohlensiiurebildung nichts mit der Alkohol- 
zirung gemein hat, da jener Prozess am energischsten in den- 
nigen Blattern verliuft, die keine Kohlehvdrate enthalten, ja 
sogar durch Einfiihrune von Saccharose nur abgeschwiicht 


', Kostytschew, Zentralbl. f. Bakteriol., Il. Abt., Bd. XIII, 1904, 


*) Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 1906, S. 417. 
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WING ..... Durch alle diese Ausfiihrungen will ich keinet- 

wegs die Moglichkeit der Alkoholgarung bei den hoheren Pflanze el 
verneinen, glaube aber nur, da sie eine Nebenrolle spielt und | mn 
nicht als ein Fundamentalprozef} bezeichnet werden kann. = 


In der Tabelle S. 239 sind die wichtigsten Zahlenresultat, 
einzelner Versuche zusammengestellt. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


|. Bei der anaeroben Atmung lebender Lupinensamen 

Lupinenkeimlinge wird eine betrichtliche Menge Alkohol ge- 
bildet. Die anaerobe Atmung dieser Objekte ist also im weseut- W 
lichen mit der Alkoholgarung identisch. Bei der anaerohe) 
Atmung erfrorener Lupinensamen und Lupinenkeimlinge finde: | a 
liberhaupt keine Alkoholbildung statt: auch bei der anaeroben 4 . 
Atmung erfrorener Stengelgipfel von Vicia Faba werden keine a 
nennenswerten Mengen Alkohol gebildet. Die anaero}) Py 
Atmung erfrorener Lupinensamen, Lupinenkeimling: 
und Stengelgipfel von Vicia Faba hat also mit de 
Alkoholgiirung nichts zu tun. 

2. Bei der anaeroben Atmung lebender und _ erfrorene: 
Erbsensamen, Hicinussamen und Weizenkeime findet eine }:e- 
triichtliche Alkohojbildung statt. Die anaerobe Atmung diese: 
Objekte ist also zum grodBbten Teil Alkoholgirung. Durch 
bei unseren Versuchen in Anwendung gebrachte Gefrieren wurdes: 
die genannten Pflanzen getotet, die in ihnen befindliche Zymas 
wurde jedoch nicht zerstort. 

3. bet lebenden Erbsensamen wird eine Anhiufung des | ‘ 
Alkohols nur bei SauerstoffabschlubB beobachtet.  Erfrorene | 
Erbsensamen hiiufen dagegen betriichtliche Mengen Alkohol he 
vollem Sauerstoffzutritt an. Dies erklart sich dadurch, dab 
Oxydationsvorgiinge in Pflanzenzellen infolge der Abtotung |e- 
deutend abgeschwiicht werden. 

i. Die Meinung Mazés, Godlewskis und Stoklasa: 
beziiglich der Anwesenheit der Zymase bei Samenpflanzen \ 
durch unseren Versuch bestiitigt. Es bleibt noch freilich dalin- 
gestellt, ob die Zymase der Samenpflanzen mit der Hefezym 
identisch ist. 
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5. Bei der normalen und anaeroben Atmung lebender und 


erfporener Pflanzen werden unter Umstiinden Aceton und andere 


mit fuchsinschwefliger Siure reagierende Substanzen gebildet. 





——— 
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eet ” _ dauer 
Erfrorene Pflanzen wicht schie-| deten aut 
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in denen Alko- 100mg 
~ = . “ 
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© den mg my CO, 
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Abbildung im Text. 


der Landwirtschaftlichen Hochschule Bet 


Geh.-Rat Zuntz.) 


(Der Redaktion 


mugegangen am 2. Juni 1906.) 


Die Darmgase der verschiedensten Tiere und aueh ces 


Menschen sind hiiufig untersucht worden. Man hat in ihnen 


neben Kohlendioxvd vor allem Wasserstoff, Methan und gering 


Mengen anderer Gase nachgewiesen. Da man gewohnlich die 


(ase so analysierte. wie sie aus der After6ffnung austrat 


oder andererseits Darminhalt an der Luft giiren lie}, so ha 


man ferner stets Reste der im Darm enthaltenen atmosphiarischen 


Luft, insbesondere also Stickstoff in ihnen gefunden. 


Mir kam es nun bei den Versuchen, die ich im folgenden 


kurz schildern mochte, gerade auf die Frage an, ob sich 


Darmgiirung Stickstoff neu bildet. 


Es bildet diese Frage einen 


Teil des groferen Problems, ob sich tiberhaupt Stickstoff aus 


komplizierteren Verbindungen im tierischen Korper abspaltet. 


Vor kurzem ist bekanntlich von Schittenhelm und Schroéter! 


die Behauptung aufgestellt worden, dab sich bei Faulnisvorgiingen, 


wie sie auch im Darm vorhanden sein konnten, freier Stickstolf 
neu bilden koénnte. 


Ich habe indessen bei einer Kritik dieser 


Arbeit?) zeigen konnen, da6B dieser SchluB auf groben Irrtiimern 


beruht, dab vielmehr die Zahlen der genannten Autoren keine 


Schluf auf eine Neubildung von Stickstoff zulassen. Mir er- 


schien tiberhaupt die bisher allgemein angewandte Methouik 


Diese 


1 


Ze 


Schittenhelm und Schroeter, Uber die Spaltung der I 
nucleinsiiure dureh Bakt., Diese Zeitschrift. Bd. XL. S. 70. 
Oppenheimer, Angebl. Stickstoffgéirung durch Faulnisbakte 


itsehrift, 


Bd. XLI, 8. 3. 


















































Zur Kenntnis der Darmgiirung. 


die Girung in Anwesenheit von Luft stattfinden zu lassen, fiir 
die Entscheidung grade dieser Frage nicht geeignet. Ich habe 
deshalb einen etwas anderen Weg eingeschlagen, indem_ ich 
den Inhalt des Blinddarms von Kaninchen usw. im Vakuum 
siren lef. 

Im einzelnen war die angewandte Methodik folgende. Frisch 
cetOteten, gesunden Kaninchen oder Pferden wurde der Blind- 
darm enthommen und sein Inhalt mit etwas dinner Kochsalz- 
ljsung zu einem homogenen brei verrieben. Dieser wurde nun 
in ein zu diesem Zweck konstruiertes Giirungskélbchen = ge- 
bracht. (Fig. 1.) 

Dies besteht aus einem starkwandigen 
GefifB von ea. 300 cem Inhalt mit rundem 
Boden, das ein Vakuum ertriégt. Es ruht 
in einem ausgehodhiten Holzfub. Es triigt 
einen luftdicht aufgeschliffenen Helm, der 
von 2 eingeschmolzenen {apillaren mit 
kleinen Glashiihnen durehbohrt ist. Die 
eine Kapillare geht bis fast auf den boden 
des KOlbchens, die andere nur bis an 
den Hals. An dem Hals ist ferner ein Glas- 
mantel aufgeschliffen, der zum Zwecke 
der luftdichten Absperrung mit einer 
Sperrfliissigkeit gefiillt werden kann. 

In dieses Koélbchen wird nun derg¢ 
Darminhalt eingefillt, der Helm und deré 














Mantel aufgesetzt, die lange Kapillare Fig. 1. 

durch den Hahn verschlossen, und dann die kurze an der Strahl- 
pumpe bis auf 20—380 mm evakuiert. Dies geschieht, um die Luft 
aus der Fliissigkeit zu entfernen. Man Jaft dann 24 Stunden in 
der Kilte stehen. Dann wird an der Blutgaspumpe vollig eva- 
kuiert, der Mantel mit Quecksilber gefiillt, in die iiberstehende 
Kapillare ebenfalls ein Quecksilbertropfen eingebracht, um auch 
hier jede Diffusion von Luft zu verhiiten, und dann 1—2 Tage im 
Brutschrank der Inhalt der Girung iiberlassen. Dann wurde die 
berstehende Kapillare mit Hilfe eines mit Quecksilber gefiillten 
Kapillarschlauches und einer hakenformig gekriimmten Glaskapil- 
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lare mit einem Absorptionsrohr verbunden, beide Hiahne geij{fy,.; 






























und durch Aufgieben von Quecksilber das Gérungsgas in ein gra. | S| 
diertes Absorptionsrohr hineingedriickt. In diesem wurde es ro}; | e] 
cemessen, dann dureh eine Kalikugel am Draht die Kohlensiinye 


weggeschafft. Der Rest wurde durch Hineinbringen einer Phos- 


phorkugel auf Sauerstofffreiheit gepriift, und wenn durch diese (jp Te 
Abwesenheit atmosphirischer Luft erwiesen war, in ein Eudio- Al 


meter tbergefiihrt, und im Geppertschen Apparat analysicr 

Die Analyse wurde entweder komplet durchgefiihrt, indem die 4 ell 

brennbaren Gase ebenfalls quantitativ bestimmt wurden, oder es | 

wurde ein vereinfachtes Verfahren angewendet, indem die brenn- : ib 

baren Gase und die aus ihnen bei der Explosion gebildet 

Kohlensiiure einfach weggeschafit wurden, und dann das Restvas ; 

quantitativ auf Stickstoff gepriift wurde. | nu 

Im ersteren Falle ist der Gang der Analyse folgender. un 

Das gemessene Gas wird im Eudiometer mit der etwa sechs- : | 

fachen Menge reinen, aus chlorsaurem Kali gewonnenen Saier- | 

stotf versetzt, abgelesen, und die Kontraktion nach der Explosion 1 

bestimmt. Dann. wird 7°/oige Kalilauge eingefiihrt, und die 

vebildete Kohlensiiure ebenfalls gemessen. Aus diesen beicd \ 

Werten erhalt man dann die vorhandenen Mengen an Wasser- | <0 

stoff und Methan nach den Gleichungen: ki 
2H, + 0, = 2H,O (4 Vol. + 2 Vol. = 0 Vol.) : za 
CH, -+- 2 O, = CO, + 2H,0 (2 Vol. + 4 Vol. = 2 Vol.) | 

CH, -- 2 0, + KOH = K,CO, + 2,0 (2 Vol. + 4 Vol. = 0 Vol. 

Das nun zuriickgebliebene Gas soll, wenn kein Sticksto!! U 

vorhanden ist, nur aus dem Uberschu8 an zugesetztem Sauer- 

stolf bestehen. Es wird zur Feststellung des noch vorhandenen | nl 

() mit iiberschiissigem Wasserstoff im Verhaltnis von 1 zu > 

verpufft, und die Kontraktion gemessen. betragt diese weniger 

als 300°/o des Restgases, so ist Stieckstoff in einer Menge vor- 

handen, die dem dritten Teil der an 300°/o fehlenden hon- 

traktion entspricht. In einigen Fallen wurde die Genanigkei! 

der Analyse durch eine Kontrolle gepriift, indem nun der tiber- J 

schiissige Wasserstoff wieder mit Sauerstoff zuriick bestimint I) 

wurde, Der nicht als Wasserstoff anzusehende Rest, d. h. \ 

der an 150°/o fehlenden Kontraktion ist wieder als Sticks! 
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anzusehen, und es miissen bei der Umrechnung auf das _ ur- 
-yriingliche Gasvolumen beide Stickstoffzahlen denselben Wert 
ergeben. Diese Kontrolle erméglicht insbesondere die Priifung, 
die eingeftihrten Gase zur Verbrennung rein gewesen sind. 
Die abgekiirzte Methode entspricht denselben Prinzipien. 

Der Gang ist auch genau derselbe, es werden jedoch einige 
\jlesungen unterlassen. Man bestimmt nur das Anfangsvolumen, 
notigen Umrechnung halber, dann wird aber einfach mit 
einem genugenden, aber nicht genau gemessenen UberschuB 
n Sauerstoff verpufft, Lauge hinzugesetzt, und nun erst wieder 
ibgelesen. Man hat also ein Gas, das frei ist von CO, und 
brennbaren Gasen, und das man einfach auf Stickstotf zu unter- 
suchen hat, indem man mit tberschiissigem Wasserstoff ver- 
Wit und die Kontraktion mibt. Wenn die Menge zu grof ist, 
im in das Eudiometer den geniigenden Uberschub, mindestens 
700%/o, einfiihren zu k6nnen, so entfernt man vorerst einen 
Teil des tiberschiissigen Sauerstoffes durch Explosion mit einer 
ingeniigenden Menge Wasserstoff, wobei man nur auf die Ex- 
osionsgefahr zu achten hat, und setzt dann erst die gemessene 
Menge hinzu. Die Methode hat auch ihre Schattenseiten, be- 
sonders deshalb, weil man nur geringe Gasmengen untersuchen 
kann, da sonst infolge der grofben zuzusetzenden Gasmengen 
zur Explosion die Eudiometer nicht ausreichen wiirden. Sie 
cestattet indessen doch den Nachweis von irgendwie in Betracht 
kommenden Mengen von Stickstoff mit absoluter Sicherheit. 
[nbedingt notig ist allerdings, dafi man sich stets der Ab- 
senheit von Sauerstoff versichert halt, denn sonst ist man 
cht imstande, die Berechnung der Analyse durchzufiihren, 


sesehen davon, dai etwa vorhandene Stickstoffmengen dann 
groBter Wahrscheinlichkeit auf Reste atmosphiérischer Luft 
curuckzufihren waren. Dai man sich vor der Analyse von 
Unversehrtheit des Quecksilberverschlusses tiberzeugen mul, 
raucht wohl nicht erwéhnt zu werden. 
Ich habe nun mit Hilfe dieser Methodik eine Reihe von 
Jarmgiirungsgasen untersucht. Bei einer grofen Zahl war das 
Verfahren dadurch wesentlich vereinfacht, daB sie fast aus- 


lleblich aus Kohlendioxyd bestanden. Es gentigte also 
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die Einfiihrung einer Kalikugel in das Absorptionsrohr, um da, 
Gas ganz oder bis auf einen winzigen, nicht mehr analysiey- 
baren Rest verschwinden zu machen. 

In anderen Fillen blieb ein analysierbarer Rest, der jy 
ein Eudiometer umegefillt werden konnte. Wenn dann die 
Analyse durchgefiihrt war, so fanden sich stets geringe | 
weichungen von der berechneten Kontraktion, die aber imme 
unter einem Kubikzentimeter, auf das gesamte Gas be- 
rechnet; zuriickblieben. Ob man diese auf Analysentehler oder sau 
das tatsiichliche Vorhandensein von minimalen Quantitiilen 
Stickstoff zuritickfihren will, ist ziemlich gleichgiltig. Es i; 
im ibrigen auch das Vorhandensein so winziger Mengen. nici! 
einmal ganz auszuschlieben, wenn man sie auch als nicht meta- 
bolisch entstanden ansieht. Erstens kann doch in dem dicke: | | 
Brei des Darminhaltes trotz des Evakuierens an der Pumpe eis | 
Spur Luft absorbiert geblieben sein, oder aber man hat doc! 
mit den groben Mengen Wasserstoff oder Sauerstolf die Spure 
Stickstolf hineingebracht. Dabei ist ganz davon abgesehen, da 
sich alle Analysenfehler natiirlich auf den Stickstotf hiiute 
Meiner Meinung nach ist mit so geringen Mengen tatsiiclili 
nichts anzufangen. Ich modchte tibrigens an dieser Stelle be- 
merken, dab ich zuerst eine etwas andere Methode verwendete. 
indem ich niimlich nach der Verbrennung der brennbaren (i- 
den tberschiissigen Sauerstoff mit alkalischer PyrogallollOsung 
zu entfernen versuchte. Diese scheinbar so bequeme Method 


; 


bewiihrte sich aber nicht, da der Sauerstoff in seinen letzte 
Spuren durch das Pyrogallol anscheinend nicht aufgenommoen 
wird, und auferdem das undurchsichtige Absorptionsmitte! in 
Kudiometer das Ablesen ungemein erschwerte. Trotzdem 
diese Analysen nicht absolut genau sind, ergeben doch auc: 
sie nur duberst geringe Stickstoffmengen. 

Schlieblich gibt es noch eine Moglichkeit, diese geriny 
Stickstoffmengen zu erkléren, wenn man sie als wirklic! 
dem Giirungsgas vorhanden annehmen will. Es ist niin 
bekannt, dab bei Gegenwart von Nitriten einige bakt 
freien Stickstolf entwickeln. Dieser ist dann natiirlich » 
metabolisch im strengen Sinne entstanden, sondern dure! 
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iitigkeit der denitrifizierenden Bakterien im Darm der Herbi- 
-oren. Es ist nun natiirlich nicht auszuschlieben, dafi in dem 
Harminhalt der Kaninchen geringe Mengen Nitrite vorhanden 
aren, aus denen dann diese Spuren von Stickstoff entstanden 
-ein kénnten. Wie gesagt, ist diese Frage nicht sehr wichtig, 
ia es sich um so auferordentlich geringfiigige Mengen handelt. 
i-h habe indessen einige Versuche in dieser Richtung angestellt, 
ndem ich zu dem Darmgemisch 1—2 cem einer sehr ver- 
liinnten Natriumnitritlbsung zufigte und damit giiren lief. Es 
eigte sich dabei hiiufig, dab die Gase nach Stickstoffdioxyd 
rochen, indem das durch Reduktion gebildete NO bei Beriihrung 
mit der Luft in Stickstoffdioxyd tiberging. Diese Erscheinung 
machte mir insofern unerwartete Schwierigkeiten, als bei einer 
ieihe von Gasen bei der Kontrolle auf eingedrungene Luft mit 
’yrogallol sich eine Kontraktion zeigte, die mich dazu veran- 
abte, eine Reihe von Analysen aufzugeben, obwohl ich absolut 
keinen Grund fiir das danach zu vermutende Eindringen von 
uft ausfindig machen konnte. Spater zeigte sich, dafii Pyro- 
rallol Stickoxyd zu Stickoxydul reduziert, wie ich an anderer 
stelle!) genauer ausgefiihrt habe, und auferdem noch einen 
hetriichtlichen Teil des Stickoxyds absorbiert. Dadurch war 
ler scheinbare «Sauerstoff»> erklirt. 





Versuch vom 31. Oktober 1902. 


Bestimmung der brennbaren Gase, Absorption des Restsauerstoffes 
irch Pyrogallol. 
Das Gas enthielt an Kohlendioxyd: 89,69°/o 
Das Restgas (6,96 ccm) ergab: H 94,12°» 
CH, 0,26°/o 
N 5,62 °/o 0,39 ccm. 
sauerstoffverbrauch bei der Explosion: 47,58°'o 
absorb. Pyrogallol: 47,62°/o 
95,20 °/0 
Es bleibt also ein durch Pyrogallol nicht absorbier- 
rer Rest von dem im ganzen zugesetzten Sauerstoff, 
mlich 100,38 ” 0, VON N = 5,18” ) 


‘)} Oppenheimer, Uber d. Red. von Stickoxyd durch alkal. Pyro- 
lol, Chem. Ber., Bd. XXXVI, S. 1744 (1903). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. AL VIIL 17 
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Die beiden Zahlen fiir den Stickstoff stimmen also itibereiy 
Allerdings fehlt bei dieser Analysenart der absolute Beweis 
dafB das Restgas wirklich Stickstolf ist, es ist aber kaum ei) 
anderes Gas anzunehmen, in dem Falle wire also ein Stickstol/- | 
gehalt von 0,39 ccm sichergestellt, jedenfalls aber kann es nich! 
mehr sein als die angegebene Ziffer. Insofern ist also die Analyse 






























vollkommen brauchbar. 
Versuch vom 19. Dezember 1902. 


Darminhalt ohne Zusatz. Methode: Explosion mit Sauerstoff, dann 
Absorption des iiberschiissigen O mit Phosphorkugel und der Kohlensiu 


mit KOH. 
Restgas nach Absorption von 88,30°/o CO, = 8,28 ccm 
Davon zur Analyse: 6,40 » 


Zusatz von 25 ecm Sauerstoff mit 5°/o N aus einer Bombe’) nac!} 


Explosion, Phosphorkugel und KOH als N anzusehender Rest = 1.40 ccm 
N im O (5%) = 1,25 
Stickstoff also im Gdrungsgasrest: 0.15 cen 


oder ca. N im Gesamtgas 0,20 ccm. 
Versuch vom 25. Januar 1903. 


Eine komplette Analyse: 
Kohlensiuregehalt des Gesamtgases: 89,92° 0 
Restgas mit ganz geringem Verlust in ein Eudiometer 
Anfangsvolum: 2,088 ccm 
Bestimmt: Wasserstoff 60,82 °/o 


Methan 9,56 °/o 
Daraus berechnet der verbrauchte Sauerstoff in Kubikzentimeter — 1,035 
Tatsichlich zugesetzter Sauerstoff “ - 4.15. 
Es mufiten also noch vorhanden sein . on 3,120 
Die Analyse des Restgases ergibt Sauerstoff ,, 7 3.127 


Folglich enthielt das Gas an brennbaren Gasen 

nur H und CH,, es bleibt also ber. Stickstoffrest 29,62°/o oder 0,62 cc 
In dem Restgas nach Explosion und KOH finden 

sich nach der Sauerstoffanalyse 0,831 ccm N, 

davon gehen ab 0,219, die aus dem zugesetzten 


QO stammen,') es bleiben also 0,612 ccm oder 29,03 
Es findet sich also tibereinstimmend ein Stick- 
stoffgehalt des urspriinglichen Gases von 0,615 ccm. 


') Es wurde analysierter Sauerstoff aus einer Bombe verwend: 
wie mehrfach zu den friiheren Analysen. 
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Versuch vom 11. Dezember 1902. 
Abgekiirzte Analyse: 

Verpuffen mit iiberschiissigem O unter Zusatz von etwas H zur 
Fxplosion, dann Absorption des Restes mit Pyrogallol. 

Gehalt des sehr spiirlichen Gases an Kohlendioxyd 68,818° 
‘uantitativ in ein Eudiometer. 

Anfangsvolumen 0,757 ccm. 

Davon Stickstoff nach Absorption mit Pyrogallol 0,67 ccm. 

Die Zahl ist wie bei allen Analysen mit Pyrogallol als 
Maximum anzusehen, da wie erwiahnt die Absorption die letzten 
Spuren nicht entfernt, besonders fiillt dies bei so geringen Gas- 
mengen ins Gewicht. 


Versuch von Ende November 1905. 

Blinddarm von Kaninchen ohne Zusatz. Nach dem Evakuieren 
mit der Strahlpumpe 24 Stunden stehen gelassen. Dann total evakuiert. 

Analyse: Verpuffung mit Sauerstoff, dann mit Wasserstoff, schlieh- 
lich zur Kontrolle nochmals mit Sauerstoff. 

Resultat: Das urspriingliche Gasvolumen, nach Entfernung der 
Kohlenséure, von 7,71 ccm, das ca. die Halfte des Gesamtgases bildete, 
enthielt nach dem Ergebnis der Verpuffung mit 

Wasserstoff N 3,31°/0 
Kontrolle mit O N 294%. 
Mittel: N 3,12°%o = 0,24 ccm. 


Ganz analoger Versuch. Dieselbe Methode. 


Resultat: Das urspriingliche Gasvolumen nach Entfernung der 
Kohlensiure betrug zirka die Hilfte des Gesamtgases und war 
1.53 ecm. Es enthielt nach der Verpuffung mit 

Wasserstoff N 6,35°/o 
Kontrolle mit O N 6,03° 0 
Mittel: 6,29°o = 0,6 ccm N. 


leich 
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Versuch vom 12. Dezember 1905. 


Pferdeblinddarminhalt. Ebenso behandelt. Die Kontrolle mit Sauer- 

stoff wurde fortgelassen. Der Darminhalt war ein ziemlich dicker Brei, 
r schwer zu evakuteren war. 
Gesamtgas nach Entfernung der Kohlensiure: 8,64 ccm. 
Dieses enthielt an Stickstoff: 8,8°/0o = 0,74 ccm. 
Versuch vom 19. Dezember 1902. 

Gairung unter Zusatz von Nitrit. 

Abgekiirzte Analyse. 
Absorption von 68,18°,o CO,,. 
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Restgas zur Analyse 13,40 cem. Priifung mit Pyrogallol erg 
keine Absorption, also weder O noch Stickoxyd darin. 

Nach Zusatz von tberschiissigem O wird mit Hilfe von etwa 
Wasserstoff die Explosion bewirkt, dann sehr lange, bis zur Konstar 
der iiberschiissige Sauerstoff durch Pyrogallol absorbiert. Es bleibt 
Rest von 

91.17’. oder 12,22 ccm Stickstoff aus dem Girgas. 


Versuch vom 12. Februar 1903. 
Desgleichen. 
Das sehr spirliche Girungsgas betrug nach Entfernung der Kohi 
siiure 1.76 cem. 
Nach Zusatz von O betrug das Volumen 2,16 cem 
Nach Explosion mit Hilfe von Knallgas 214 >» 
0.02 ccm 
Diese winzige Kontraktion hefs sich, wie die gleichzeitige Kontro! 
des Knallgases ergab, darauf zuriickfiihren, daf$§ dies bei der Explosion 
etwas Sauerstoff verbrauchte. Es besteht also das gesamte Gérungsga: 
aus Kohlensa&éure und Stickstoff. 
: ‘ y > . ‘ 
Zwei Versuche vom 26. Februar 1903. 
Dasselbe Garungsgemisch, die eine Probe mit einem, die andere 
mit 2 cem der ca. 5°%/oigen Nitritlésung versetzt. 
Analysenmethode: Entfernung der Kohlenséure, Behandeln n 
Pyrogallolkugel, Explosion mit Sauerstoff. 
Das Gas 1 mit 2 cem Nitrit: 


Kohlensiure in 36.63 cem A8.649/o 
Vom Restgas (18,81 ccm) absorbiert Pyrogallol 6,83 Jo 
Davon werden zur Analyse tibergefiillt 12,51 ccm 


Die Explosion mit tiberschtissigem Sauerstoff 
ergibt keine Kontrakti: 
Explosion mit Hilfe von Knallgas). 
(;as 2 mit einem Kubikzentimeter Nitrit: 


Kohlensiure in 31,64 ecm 79.67 °/o 
Pyrogallol absorbiert im Restgas von 7,70 ccm 5,6 °/o 
Zur Analyse im Eudiometer 7,03 » 
Explosion mit tberschiissigem O und Knall- 
gas ergibt keine Kontrakti 


Das Ergebnis dieser Analysen ist folgendes: 

Zuniichst geht daraus hervor, dai brennbare Gase tiber 
haupt nicht vorhanden waren. Da aber die Gase beim [m- 
fiillen nach Stickstoffdioxvd rochen, so kann man mit Sicher- 
heit annehmen, dali sie Stickstoffoxyd enthielten. Dieses ¢ 
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ber, wie ich an anderer Stelle!) ausgefiihrt habe, bei der Re- 
iktion mit Pyrogallol Stickoxydul, das sieh also in den 
testgasen vorgefunden haben mub. Dies Gas ist aber, wie 
bekannt, gegen Sauerstoff selbst bei hohen Temperaturen nicht 
empfindlich, so dab die Kontraktion ausgeblieben ist. Nach 
meinen Erfahrungen wird unter dem Einflub des Pyrogallols 
ctwa 60°/o des Stickoxyds absorbiert, und daraus ca. 40° » 
stickoxydul gebildet, wihrend 20°/o anderweitig, wahrscheinlich 
dureh Bildung von Nitriten verschwinden. Danach libt sich der 
(iehalt an Stickoxydul in dem analysierten Restgas annihernd 
bestimmen. In dem einen Fall betriigt die Kontraktion rund 
7, in dem andern rund 6°/o. Danach wiiren also in den ana- 
ysierten Restgasen 5 resp. 4°/o Stickoxydul enthalten. 

Der Rest ist zweifellos als Stickstoff anzusehen. 
Na die Absorption durch Pyrogallol nicht genau 60°50 zu be- 
iragen pflegt, sind die Zahlen nicht absolut scharf, es kann sich 
um Schwankungen um einige Zehntelprozent handeln. Fiir die 
Hauptfrage ist dies aber vollig gleichgiiltig. Ob das Restgas 
uuber dem Stickstoff 4 oder 5°/o Stickoxydul enthalt, ist ohne 
Helang, da jedenfalls die Bildung von erheblichen Mengen 
von Stickstoff, namlich mindestens 6,5 resp. 17,5 cem er- 
wiesen erscheint. Es ist noch darauf hinzuweisen, dal in dem 
Palle der Zufiigung von 2 ccm Nitrit fast die dreifache Menge 
Stickstoff gebildet wird, als in dem Fall mit 1 ccm. Man konnte 
it Wohl durch umstiindlichere Methoden die simtlichen Bestand- 
‘eile des mit Pyrogallol behandelten Gases bestimmen, es er- 
scheint dies jedoch angesichts der Hauptfrage des Nachweises 
von neugebildetem Stickstoff ohne groben Belang. 

Versuch vom 29. Mai 1903. 

.Gargemisch vom frisch get6teten Kaninchen mit 2 ccm Ammonnitrit 
versetzt. Das Giéarungsgas riecht absolut nicht nach Stickstoffdioxyd. 
infolgedessen nur Verpuffung mit Sauerstoff. 

Restgas nach Absorption von 68,73° 0 CO, = 8,17 ccm. 

Nach Explosion mit Sauerstoff und Knallgas keine Kontraktion. 
Das Restgas bestand also aus reinem Stickstoff. 

1} Oppenheimer, Uber die Reduktion von Stickoxyd durch 


alisches Pyrogallol, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 1744 


1403 
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Versuch vom 9. Juli 1903. 


Ebenfalls 2 ccm Ammonnitrit. 

Bei diesem Versuche wurde, um etwa vorhandenes Stickoxyd 
beseitigen, eine Blase reiner Sauerstoff bei Anwesenheit einer Ka 
kugel in das Gas gebracht, der etwa vorhandene Stickoxyd in Sti 
stoffdioxyd iibergefiihrt hatte, das von dem Kali aufgenommen wird. Dai 
wurde im Eudiometer wie tiblich mit Sauerstoff verpufft. 

Das Restgas mifft nach Entfernen der Kohlensiiure 22.44 ccm. 

Bei der Verpuffaung keine Kontraktion. 

Auch dieses Gas besteht aus reinem Stickstoff. 

Stickoxyd war nicht vorhanden gewesen. da die kleine Sauerst 
menge gemessen wurde und keine Kontraktion bei dem Zusa 
erfolgte: 

Abgemessener Zusatz 6,52 ccm. Zunalime des Volumens des Gase; 
6.70 cem. 

Y . * 7 p4 ain *) 
Versuch vom 16. Miérz 1903. 

Zur Erginzung dieser Befunde wurde auch ein Versuch ein:s 
(iiirungsyemisches mit einem Zusatz von 3 cem einer 5°/olgen Lusuny 
von Ammonnitrat angesetzt. 

Methode. Nach Entfernung der Kohlensiure (68,7 °/o) Absorpti:: 
mit Pyrogallol, dann Explosion mit Sauerstoff, 

Yom kohlensiurefreien Gas mit 6.31 ecm 
absorbiert Pyrogallol 14,48 %o, 

Bei der Verpuffung von 2,91 ccm mit O und Knallgas ergibt s! 
keine Kontraktion. 

Mee ° ‘ Py a . ‘ m . 16 \? > . sy) 

Fiir dies Gas gilt also das oben Gesagte. Nach einem 

. : : , SO ET ee ae ° ° > 4 Par : 
Abzug von rund 10°/o fiir Stickoxydul bleibt ein Rest von ru 
9,7 ecem Stickstoff. Indessen modchte ich auf diesen Befund, de: 


ja auch etwas von meinem eigentlichen Thema entfernt liegt. 


‘doch weniger Gewicht legen. Es bleibt naémlich der Einwaiid 
offen, daf in diesem Falle sich Stickoxydul schon vorher direk' 
aus dem Nitrat gebildet haben kénnte, und daf das, was sic 
scheinbar als Stickstoff darstellt, in Wirklichkeit Stickoxydu 
sein konnte. Leider unterblieb eine zweite Verpuffung n 
Wasserstoff, die dies hiitte entscheiden kinnen, da diese Ver- 
suche in die Zeit fielen, als ich iiber die Grundlage der A)- 
sorption durch Pyrogallol noch keine Klarheit gewonnen hatte 

Aus diesen Analysen geht also hervor, daB auch der Darin 


der Pflanzenfresser bei gewohnlicher Kost ein Gas liefert, da: 
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‘rei von Stickstoff ist. Versuche an Fleischfressern anzu- 
-tellen, schien mir tiberfliissig, da eine in Betracht kommende 
armgérung bei ihnen nicht vorhanden ist. Auch diese moégliche 
Quelle emer Stickstoffbildung im Organismus kann man also 
iusschlieben. Dagegen geben meine Befunde eine Bestiitigung 
nd Ergiinzung der bekannten Tatsache, dafi im Darm der 
Vilanzenfresser denitrifizierende Bakterien vorkommen, die aus 
den etwa vorhandenen Nitriten der Nahrung Stickstoff in nicht 
inbetrachtlichen Mengen abzuspalten imstande sind. Bekanntlich 
hat Jensen!) solche Bakterien im Kote von Herbivoren kon- 
stant gefunden, wihrend sie sich im Darm anderer Tiere nicht 
halten koOnnen. 

Diese Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. Zuntz 
ausgefiihrt im <AnschluB an dhnliche friihere Versuche von 
(facke in seinem Institut, die aber infolge Verlust der Proto- 
kolle nie publiziert worden sind. 


') Jensen, in Lafar, Techn. Mykol., Jena 1904, S. 188. 








Zur Frage nach der Einwirkung von verdiinnter Salzsaure auf 
die Eiweifstoffe. 


Von 
Ed. Swirlowsky. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium von Prof. D. Lawrow in Dorpat 
(Der Redaktion zugegangen am 2, Juni 1906.) 


Von den klassischen Arbeiten braconnots, Hlasiwetz. 
Habermanns usw. angefangen, bis auf die neueren Forschunger 
E. Fischers, H. Skraups u. a. ist die Frage tiber die Ein 
wirkung von mehr oder weniger konzentrierten Mineralsiiure- 
losungen auf die Kiweibkorper vielfachen, wie vielseitigen Unter- 
suchungen unterworfen worden. Die Spaltung des Kiweilimolekiil- 
durch solche SiéurelOsungen ist zur Zeit eine der am hiiufigste)) 
angewandten Methoden. Infolgedessen ist die Literatur iibe: 
die genannte Frage zu einer. recht umfangreichen herange 
wachsen. 

Viel diirftiger, als die eben erwahnte Frage, ist diejenig: 
iiber die Einwirkung bezw. Spaltung der Eiweibk6rper durc! 
mehr oder weniger verdtinnte MineralsiiurelOsungen  bestell! 
Da die Spaltung der Eiweibkorper hauptsachlich zum Ziele hat. 
das komplizierte Eiweifmolekiil in’ seine einfacheren Atom- 
komplexe zu zerlegen, und so der Aufklirung tiber die Zusammen 
setzung des genannten Molekils naiher zu riicken, hat die Spa! 
tung durch starke Mineralsaiurel6sungen einen grofen Vorzu 
an Raschheit des Verlaufs der Reaktion vor der Spaltung 
dureh verdiinnte Mineralsiiurelosungen. Darin ist wohl die Ll! 
sache zu suchen, dav die Frage tiber die Kinwirkung von vy 
diinnten MineralsiiurelOsungen auf Eiweibkorper bis jetzt 
nebensiichlich behandelt wird. Letztere Frage verdiente a 
folyenden Griinden einem eingehenden Studium unterworten 
werden. Erstens ist das Studium der Einwirkung von vy 
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diinnten Siiuren auf die EiweibkOrper von nicht zu unter- 
schiitzender Bedeutung fiir die nahere Erforschung der proteo- 
lytischen Wirkung des Pepsins, und zweitens konnte es auch 
manche Dienste zur Aufkliirung der Zusammensetzung des Ei- 
weifmolekiils leisten. Inwiefern letzteres méglich wiire, wird 
aus folgendem ersichtlich. Daf den verdiinnten Saéuren an und 
fiir sich eine proteolytische Wirkung zukommt, haben, aufer 
den Arbeiten ilterer Forscher, wie z. Bb. v. Wittich, Briicke, 
Wolffhiigel u. a. die neueren Arbeiten von F. Goldschmidt?) 
und D. Lawrow?) gezeigt. Ersterer Autor hat die Einwirkung 
yon "/4 und ™l16 Salzséure, sowie Schwefelsiiure derselben Kon- 
zentrationen, studiert. Unter den Spaltungsprodukten hat er 
sowohl Albumosen, wie auch Peptone konstatieren kOnnen. Er 
kommt zum Schlusse, dai: «die Wirkung des Pepsins +- Salz- 
siiure ber 40° C. sich von jener der reinen Salzsiiure bei 40° C. 
nur durch die KRaschheit des Verlaufs, nicht durch die Qua- 
litiit der Endprodukte unterscheidet». Nach dem Versuch des 
Autors soll Salzsaure etwas rascher als die Schwefelséure 
wirken. 

D. Lawrow unterwarf Gelatine und Hiimoglobin einer 
langandauernden Einwirkung von 0,5°/oiger Salzsiure bei einer 
Temperatur von 35—38° C. Die Gelatine wurde bei diesen 
Versuchen einer KEinwirkung der betreffenden Saéure bis zu 
63 Tagen ausgesetzt, wogegen das Hamoglobin einer Einwirkung 
bis za 161 Tagen unterworfen wurde. In beiden Fillen kon- 
statierte der genannte Autor, dai unter den Spaltungsprodukten 
stickstoffhaltige Korper entstehen, welche durch Phosphor- 
wolframséure nicht gefallt werden, und zwar bei Gelatine betrug 
die Stickstoffmenge solcher KOrper 15,5°/o des Gesamtstickstotfs 
der Gelatine. Beim Hiimoglobin stieg die Menge des Stickstoffs 
dieser durch Phosphorwolframsiaure nicht fallbarer KOrper bis auf 
0° 9 des Gesamtstickstoffs. Dieselben Erscheinungen lieben sich 
wuch bei der Einwirkung von 0,5°/oiger Salzsaéure bei 35—3x° C. 

(rische Schweinemagen nachweisen. D. Lawrow nimmt 
witeranderem an, dab «unter dem EinflubB von 0,5°/oiger Salzsiiure 

') F. Goldschmidt, Inaug.-Dissert. Strafburg 1898. 

D. Lawrow, Diese Zeitschrift, Bd. XLII (1905). 
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die Spaltung der Eiweibkorper, welche zu meinen Versuchen 
benutzt wurden, bei einer Temperatur von 35—38° so intensiy 
vor sich geht, dafi sich Amphopepton von W. Kiihne (wen) 
<tens einige seiner basischen Bestandteile) und stickstotihaltice 
Spaltungsprodukte, welche durch Phosphorwolframsaure nicht ge- 
fallt werden — hOchstwahrscheinlich Monoaminosiuren — bilden. 
Den eben angefiihrten Untersuchungen zufolge mui man an- 
nehmen, dali verdiinnte Siuren eine zwar langsam verlaufende. 
allmihliche, aber doch tiefgreifende Spaltung des Eiweifimolekiils 
einzuleiten imstande sind, also ganz analog dem Vorgange 
welchen wir bei der peptischen Verdauung der Eiweibkorpe: 
finden, — nur dai im letzteren Falle der Verlauf der Keak- 
tion ein bedeutend rascherer sein wirde. Aus den Arbeiten 
EK. Fischers und Abderhaldens!) geht hervor, dab bei der 
fermentativen Spaltung der Eiweifkorper Produkte entstehen, 
welche threm chemischen Charakter nach in manchem den 
synthetischen Polypeptiden E. Fischers ahnlich sind. Aus det 
Grunde wire es nicht eine allzu vage Vermutung, anzunelimen. 
dah auch bei der viel langsamer verlaufenden Hydrolyse ce: 
Kiweibkorper durch verdiinnte Sauren ahniiche polypeptidartiy: 
Stoffe entstehen, vielleicht in ihren verschiedenen Abstufungen 
Kin naheres Studium solcher Stoffe kénnte unter Umstiinden 4 y 
vielleicht einiges zur Aufkliirung sowohl iiber den Verlauf der | 
Hydrolyse der Eiweibkorper tiberhaupt, als auch tiber die Zu- 
sammensetzung des Eiweifimolekiils beitragen. 

Die nachstehende Untersuchung hat mir Herr Prof. 1D). Law- 
row gitigst vorgeschlagen, wie er auch gleichfalls die wissen- 
<chaftliche Leitung bei der Ausfiihrung der Arbeit gefiihrt 
Ks ist mir daher eine angenehme Pfliecht, meinem hochverelirt« 
Lehrer, Prof. D. Lawrow, sowohl fiir die liebenswiirdige Fre- | 
stellung seines Laboratoriums, wie auch ftir das mir yorze- 
schlagene Thema, fiir die vielfachen, wertvollen Anweisunge! 
withrend der Ausfiihrung der Arbeit meinen herzlichen Dia: 
auszusprechen., 

Bei der Ausfiihrung der Arbeit tiber die Einwirkung 
verdiinnten Siiuren auf verschiedene Eiweibkoérper habe ic! 


FE. Fischer usw.. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 81. 
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lias Ziel gesteckt, die Wirkung der 0,5°/oigen Salzsiiure bet 
36--38° C. auf solche EiweifSk6rper zu studieren, wobei ich 
esonders den Nachweis der von D. Lawrow vermuteten Mono- 
aminosiiuren in den Spaltungsprodukten bei der erwiaihnten Hydro- 
lyse im Auge hatte. Die Salzsiiure in der angegebenen Kon- 
entration wurde aus dem Grunde zur Hydrolyse benutzt, weil 
liese Saure ja in erwiihi.ter Konzentration bei der kiinstlichen 
eptischen Verdauung Anwendung findet. 

Als Objekte meiner Untersuchungen dienten folgende Ei- 
welbkorper : 

a) Gelatine, 

b) koagulierte, und zwar zum Teil feuchte, zum Teil auch 
bei L1OB—105° C. getrocknete Eiweibkorper des Pferdeblutserums, 

c) Casein der Kuhmilch, 

d) krystallinisches Pferdebluthimoglobin und 


e) aus dem Pepton Wittes ausgesalzene Albumosen. 


Die Gelatine. 


GOO ¢ der besten Sorte franzésischer Gelatine wurden in 
kleine Stiicke zerschnitten, in einer geriiumigen, gut verkorkten 
Flasche mit 15 1 0,5°/oiger Salzsiiure tibergossen und unter 
Zusatz von Chloroform (den 7. X. 1904) im Thermostaten bet 
einer Temperatur von 36—38° C. digeriert. Bei Ofterem Riihren 
ey Mischung léste sich die Gelatine bald auf. 

Von Zeit zu Zeit wurden der zum Digerieren aufgestellten 
Fliissigkeit einzelne Proben entnommen, in welchen sowohl 
lie Menge des Gesamtstickstoffs, als auch die Menge des Mono- 
aminostickstoffs (der Stickstoff der durch Phosphorwolframsiaure 
nicht faillbaren Produkte) bestimmt wurde. Eine wiederholte 
bestimmung des Gesamtstickstoffs schien mir aus dem Grunde 
notig, weil bei der andauernden Digestion die Gesamtstickstoff- 
menge, wenn auch in geringem Mabe, so doch einiger Variation 
unterhegen kénnte. Die Hesultate dieser Bestimmungen sind 
us den Tabellen 1 und 2 zu ersehen. 

Die Fallung der Eiweifstoffe und ihrer Spaltungsprodukte 
vermittelst Phosphorwolframsiaure wurde, wie mir Prof. D. Law- 

vorschlug, in Gegenwart von 0,5°/oiger Schwefelsiure 






































2ob Ed. Swirlowsky, 


ausgefiihrt, und zwar wurde in einem Mebkolben zu eine, 


mit O,5°,oiger Schwefelséure entsprechend verdinnten, ¢ 
mit der Pipette abgemessenen Volumen der zu fallenden Losuny 
solange eine Lésung von Phosphorwolframsiiure hinzugefiiy: 
his noch ein Niederschlag, bezw. Triibung entstand. Die Mischun, 
wurde ca. 2 Stunden stehen gelassen, worauf der Kolben » 
0.5 °/oiger Schwefelsiure bis zur Marke angefillt, der Inha| 
des Kolbens filtriert und in dem Filtrat die Stickstoffmens 
nach Kjeldahl bestimmt. ') 


Tabelle 1. 
















chau 











Menge der Menge der an Menge 
zur Stickstoff- NH, gebundenen des Sticksto! 
bestummung Sad. ~ as 
Proben ~ Ni0o-H,SO, ~— in 100 Teilen 


genommenen 


Losune in der Vorlage  Gelatinelisun 
4 » D> fa 





ccm ccm g 
I 10 53,8 | ; 
7. X. 1904 = 6338 = OF) 
I] 10 53.9 f 
. J 10 O41 | a : 
13. AL. 1904 : = 54,2 = ().7465 
I 10 54,3 J 
; [ 10 53,3 \ ; _ 
14. XII. 1904 Oe Fe: = 0,799 
I] LO) 53,5 f 
| 10 O46 2 
14. 1. 1905 : ae 0,79; 
il 10 54.6 
4. Il, 1905 I LO 03,2 = 0.776 
4. Il. 1905 | 10 53,2 == 0,776 
27. UI. 1908 10 52,8 == 0,770 


Anmerkung: Der Titer von 1 ccm ®/10-H,SO, bis zum 13, XI. 1): 
entspricht 0,00147 g N; der Titer von 1 ccm dieser Séure in den ibm, 
Proben entspricht 0.00146 g N. Dieselben Daten haben auch fur 
belle 2 Giiltigkeit. 


In allen in dieser Arbeit angefiihrten Fallen wurde der >! 
stoff nach Kjeldahl bestimmt. 
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Vom 20. XII. 1904 bis zum 12. 1. 1905 wurde die Digestion 
ier Gelatine unterbrochen; wihrend dieser Zeit stand die Losung 
ier Gelatine bei Zimmertemperatur. 

Nach ea. 2!'2 monatlichem Stehenlassen der Lésung im 
Thermostaten wurde in derselben die Menge der freien Salzsiiure 

rch Titration mit ™/10-Natronlauge bei Phloroglucin-Vanillin. 
ls Indikator, bestimmt. 

Die Menge der freien Siiure betrug 0,1°/o. Durch Hinzu- 
iwen von Salzsdure (den 8. [. 1905) in der noétigen Quantitiit 
vurde die Menge der freien Séure in der LOsung bis zu 0,5° 0 
sebracht. Nach den ausgefiihrten quantitativen Bestimmungen 
ier freien Salzsiiture (den 8. Il. 1905 und 10. IV. 1905) in der 
zur Digestion gestellten Gelatinelosung erwies es sich, daB die 
eben genannte Losung im ersteren Falle 0,43°/o, im zweiten 
Palle 0,29°/o0 freie Salzsiure enthielt. Es ist daraus zu ersehen, 
ib bet der Digestion der Gelatine mit 0,5°/oiger Salzsiure bei 
356—38° C. eime Bindung der freien Salzsiure vor sich geht. 

Die zur Hydrolyse mit 0,5°/o HCl aufgestellte Loésung 
wurde auf Gegenwart von proteolytischem Ferment nach Mett 
Jepriift, wobei ein negatives Resultat zu verzeichnen war. 

Die auf Seite 256 angefiihrte Tabelle 1 dient als Ergiinzung 
ler Tabelle 2. Es ist aus ihr der Gesamtstickstoff der in Rede 
-tehenden Gelatinelésung zu ersehen. 

Zur Erklirung der Tabelle 2 muf ich folgendes bemerken. 
i der Rubrik «Proben» werden Daten angefiihrt, bei welcher 
Verdinnung (mit 0,5°/oiger Schwefelsdure) die Fiallung der 
“elatine durch Phosphorwolframsaéure vorgenommen worden 
st, so dab z. B. «50—1000 ccm» darauf hinweisen, dal} zur 
rillung 50 ecem Gelatineldsung genommen worden sind, und 
ia} nach der Fallung der Inhalt des 1000 cem fassenden Meb- 

bens bis zur Marke mit 0,5°/oiger Schwefelsiure verdiinnt 
worden ist. AuBerdem wird in dieser Rubrik angegeben, wie- 
viel Kubikzentimeter des nach der Fallung erhaltenen Filtrates 
uu Stickstoffbestimmung genommen wurden. Die letzte Rubrik 
Tabelle enthalt quantitative analytische Daten des Mono- 
inostickstoffs auf je 100 ccm der zur Hydrolyse aufgestellten 
‘vatineldsung: diese quantitativen Daten sind auberdem noch 
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in Prozenten ausgedriickt, berechnet auf die Gesamtmenge d>< 


stickstoffs in 100 ecem der Gelatinelosung. 


Tabelle 2. 








Proben 


Menge 


b Menge des 
der an NH, ; a 
3 Monoaminosticks! 
eebundenen 


n 10-H,SO, in 100 ccm 


inderVorlage der Gelatinelisune 





&.X. 1904 


13. XI. 04 


14. XII. 04 


14. 1.1905 


4, Il. 05 


4. IIL. 0D 


1. Probe: 
50—1000 cem. Zur N-Be- 
stumm. 100 ccm genommen. 

2. Probe: 

%—dV0 cem, Zur N-Bestim- 
mung 100 ccm genommen. 
3. Probe: 
{00—d500 ccm. Zur N-Bestim- 
mung 100 ccm genommen. 


1. Probe: 
90—d500 ccm. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 

2. Probe: 
Wiederholung der ersten. 

3. Probe: 
LO0O—514.3 ccm. Zur N-Be- 
stimm. 150 ecm genommen. 

4, Probe: 
Wiederholung der dritten. 


1. Probe: 

25—500 ccm. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 
2. Probe: 
90—d00 ccm. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 
3. Probe: 
75—500cem. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 


50—500 ccm. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 


d0—d00cem. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 


dV—d)V0cem. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 








0.35 cem 0,01 g 
= V,0U9 ¢ 
v dec 
O.D4 . 0.008 >» 11° d 
Gesami- 
stickstoffs 
1.3 > VO,009 » 
7.7 cem = ().076 c= Q5 
des Gesamt- 
~~. stickstoffs. 
$44 > 
J,9 > = 0,052 g = 6.25 
des Gesamt- 





= 0,099 ¢ = 12,7 
des Gesamtstickstot! 


3 = 0,09 g = 11,5 
— des Gesamtstickstof! 
11.6 >» = 0,075 g = 9,0" 


des Gesamtstickstol! 


= = J1¢=— 12. 
10,5 cem 1g 12.0 


— 0,16 g¢= Yi). 


16,4 ccm ae 
: des Gesamtsticks 


= Q),2 c= 95.8 


20.6 cem : a 
casi des Gesamtsticks 


des Gesamtstickstol!s 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 





, ty Menge des 

der an } 
) 5 Monoaminosti KStOTIS 
Proben sebundenen 


Niio-H,SO, In 100 cem 
inder Vorlage’ der GelatinelOsung 





1. Probe: 
50—dO00eem. Zur N-Bestim- 24.1 cem 
: _ mung 150 ccm genommen. 
27. II. Ob 2. Probe: 
7a—a00cem. Zur N-Bestim- — 33. 
mung 150 ccm genommen. 


= 0.23 f= ISD any 


4 


des Gesamtstickstot 


=z 0.21 ¢ 27 2% 


ae ar 


~~ 
— 


des Gesamtstickstoffs. 


Aus den oben angefiihrten Daten der Tabelle 2. ergibt 
sich folgendes : 

1. Bei einer langandauernden Einwirkung von 0,5°/ oiger HC! 
ei 36—38° C. in Gegenwart von Chloroform auf Gelatine 
erieidet letztere eine Spaltung, wobei durch Phosphorwolfram- 
siure nicht fillbare, stickstoffhaltige Spaltungsprodukte gebildet 
werden. 

2. Je nach der Dauer der Einwirkung von 0,5°/oiger HCI 
inter oben genannten Bedingungen ist eine progressive Zu- 
nahme von den genannten stickstolfhaltigen Produkten zu ver- 
zeichnen, so dafi in gegebenem Falle (nach ca. 5Otigiger Ein- 
wirkung) die Stickstoffmenge dieser Produkte sich auf ca. 27 
bis 29°/o der Gesamtstickstoffmenge der Lésung beliiuft. 

3. Die bei der Fiallung der genannten GelatinelOsung durch 
Phosphorwolframséure zu erhaltenden Mengen des Monoamino- 
stickstoffs sind bei verschiedenen Verdiinnungen verschieden: 
e weniger die Losung bei der obigen Fiillung verdiinnt war, 
iesto grOBbere Mengen der erwihnten stickstoffhaltigen Produkte 
yingen in das Filtrat ber, und umgekehrt. 

Die vorsichgehende Spaltung der Gelatine lieB sich auch 
irch die Polarisation verfolgen. Die Drehung der Polarisations- 
“bene wurde mit zunehmender Spaltung eine immer geringere, wie 
s aus der Tabelle 3 ersichtlich ist. Die genannte Drehung wurde 
urch den Halbschattenapparat von Laurent beil = 10 cm, 
el Anwendung von Natriumlicht ausgefiihrt. 
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Tabelle 3. 








Proben a) bei | 10 em 
[>. AIL. 1904 — 5° 8! 
24. 1. 1905 — 5° 0) 
1. . 2906 — 4° 37’ 
15. H. 1900 == 4° 9G! 
t. Hl. 1905 - 4° 9 
26. III. 1905 mn Le GQ 


Nach ea. L50tigigem Stehenlassen der Gelatine im Ty 
mostaten bet 386--38° C. wurde (28. Ill. 1905) die Digest; 
unterbrochen und die stark nach Chloroform riechende Lisuy 
filtriert. 8,3 1 der filtrierten Losung wurden mit Schwefelsiiu 
bis auf 0,5°,o angesiiuert und der sauren F'liissigkeit so lang 





















eine wiisserige Losung der Phosphorwolframsiiure hinzugefiizt. 


bis ber weiterem Hinzufiigen derselben noch ein Niederschiag 
resp. Tribung entstand. Etliche Stunden nach der Fiillun, 


° 


wurde der so entstandene Niederschlag abfiltriert, wiederholt i)! 


destilliertem Wasser, welches mit Schwefelsiiure unter Zufiigu: 
von etwas Phosphorwolframsaéure angesauert worden war, an 


geruhrt und jedesmal mit der Nutsche abgesogen. Der so durc!:- 


eewaschene Niederschlag wurde nach der iiblichen Art } 


ca. 40° C, mit Baryumhydrat in sehr geringem Uberschub zerleg'. 
das entstandene Phosphorwolframat des Baryums mehrmi’s 


mit destilliertem Wasser ausgewaschen, filtriert und zuletzt 
der Nutsche abgesogen. Das erste, sowie die darauf folgende: 
Filtrate des Waschwassers wurden vereinigt, der geringe U1» 


schuf} des Baryumhydrats an Kohlensiiure gebunden, die Mischiun: 


bis auf ea. 51 auf dem Dampfbade bei ca. 40° C. eingedamp!! 
von Baryum teilweise durch Filtration, giinzlich durch Schwe! 
siiure (ein Uberschu8 der Siiure wurde vermieden) befreit, 
das von dem Baryumsulfat erhaltene Filtrat bei ca. 40° C 
auf 2.66 1 eingeengt. Diese durch Phosphorwolframsiiure 
hare Produkte enthaltende L6sung benenne ich der Kiirz 
wegen  Lésung Be». Diese Lésung enthielt: 
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Stickstoff 1.5° 39.9 g¢ in 2.66 1 der Liésung 
Trockensubstanz 6.76°o = 17981 > 266 | 

Asche 0.01°o = 0.266 >» » 2.66 ] 

Organ. Substanz 6,70° o 179,58 2 66 | > 


Die durch Phosphorwolframsiaure nicht fillbaren 
spaltungsprodukte der Gelatine. Das erste, sowie die 
larauf folgenden Filtrate des von der Fiillung der Gelatine- 
jsung durch Phosphorwolframsiéure entstandenen Niederschlages 
vurden vereinigt und, behufs bindung von freier Schwefel- 
<iure und Salzsiiure, mit Baryumhydrat in geringem Uberschu8 
versetat. Der Uberschuf des letzteren wurde an Kohlensiiure 
rebunden und die Fliissigkeit auf dem Dampfbade bei ca. 40 
bis 50°C. bis zu ea. 4 1 konzentriert. Hierauf wurde das kohlen- 
saure Baryum mit Schwefelsiiure zersetzt, das gebildete schwefel- 
-aure Baryum abfiltriert und die freigewordene Salzséure durch 
trisch gefalltes Silberoxyd in Gegenwart von freier Schwefel- 
-iiure aus der LoOsung entfernt. Das entstandene Chlorsilber 
wurde abfiltriert, der UbersechuB an geléstem Silber durch 
schwefelwasserstoff, die Schwefelsaure durch Baryumhydrat 
unter Vorbeugung eines Uberschusses) aus der Loésung ent- 
fernt und das Filtrat von den hierdurch entstandenen Nieder- 
-chlagen bei ca. 40° C. bis auf 31 eingeengt. Die so erhaltene 
Losung wurde «LoOsung M» benannt. Diese Losung enthielt: 


Stickstoff 0.4 %o = 12 g in 3 1 der Lésung 
Trockensubstanz 2,86°%o0 = 85,8 > » 3» » 2 
Asche 018° = D4>» » d> » > 
Organ. Substanz 2,68°%0 = 80,4> » 3 > 


Mit den Losungen M und B wurden die unten beschriebenen 
lieaktionen ausgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde die Losung B, 
da sie grOBere Mengen an organischer Substanz enthielt, mit der 
entsprechenden Menge Wasser bis zum gleichen Gehalt mit der 


Losung M an organischer Substanz verdiinnt — Losung B’. 
Lisung M. Losung B’ 


Reagens: 10° vige Lésung der Phosphorwolframsaure. 


1. 5cem der Lésung + 1 ccm 5 ccm der Lésung +- 1 ccm 
» H,SO, + Wasser bis zu40cem | 20°/0 H,SO,-- Wasser bis zu 40 ecm 
| ccm des Reaktivs, tropfenweise | -+ 1 ccm des Reaktivs — reichlicher 
nzugefiigt — leichte Opaleszenz. | flockiger Niederschlag. Bei weiterem 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIIL. 18 
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Durch Hinzufiigen eines Tropfens der Hinzufiigen des Reagens wird 


Losung B’ entsteht in der Mischung = Mischung in einen dicken Brei \ 


eine reichliche Triibung. wandelt. 

2. 5 ccm der Liésung -- 5 ccm : 
Wasser + 1ccem 20° o H,SO, —- 
1 ccm des Reagens — sehr geringer, : ' 
staubartiger, sich rasch zu Boden | 
setzender Niederschlag. | | 


Biuretreaktion. 


1 cem der Lésung -+ 9 ccm 1 ccm der Lésung + 9 cen | 
Wasser + 1 cem 10% NaOH + | Wasser + 1 ccm 10°o NaOH — 3 | 
3 Tropfen 5°%o CusSO,: rosenrote | Tropfen 5° 0 CuSQO,: anfangs eine | 
Farbung, die durch weiteres Hinzu-  schwache rosenrote Farbung. |; , 


fiigen von CuSQ, in eine blau-violette weiterem Zusatz des CuSO, w: 
iibergeht. die Fairbung eine intensiv rote | 


Esbachs Reagens. 


Die Lésung mit dem Reagens Die Lésung mit dem Reagen ) 
zu gleichen Teilen gemengt bleibt zu gleichen Teilen gemengt bil | 
volilstandig unverindert. einen reichlichen flockigen Nieder- | | 

schlag. 
5° oige wisserige Sublimatlésung. 

Bei tropfenweisem Hinzufiigen Das tropfenweise Hinzufiig: | 
des Reagens erleidet die Lisung | des Reagens zu der Lisung v ' 
keine Veriénderung. Vorsichtiges  ursacht einen reichlichen Nied 
Hinzufiigen von 10°» NaOH verur- | schlag. 
sacht einen flockigen Niederschlag. 

Rotes resp. blaues Lakmuspapier. ; 

Schwach saure Reaktion. | Alkalische Reaktion ; 

Die L6ésung M. : 7 
Um die Monoaminoséuren abzuscheiden, wurden mit de | ‘ 
Loésung M folgende Operationen ausgefiihrt: 
1. Ausscheidung der Monoaminosiiuren durch Eineng: 
der Losung, : 
2. Ausscheidung der Monoaminosiéuren in Form ihre | ‘ 
Kupfersalze, 
3. Behandlung der Losung mit B-Naphtalinsulfochlorid, 
t. Benzoylieren der Losung nach der Methode von | | 


Fischer und 
». Zersetzung der Losung mit 20° oiger Salzsiiure. 
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Ausscheidung der Monoaminosiiuren durch Ein- 
engen der Losung. 500 ccm der Lésung M wurden anfiinglich 
auf dem Dampfbade, nachher im Vakuumapparat bei Zimmer- 
temperatur bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Selbst nach drei- 
wochentlichem Stehenlassen der eingeengten Fliissigkeit (unter 
Ersatz des verdunsteten Wassers) war keine Krystallisation zu 
bemerken. Der Versuch, die Krystallisation durch Zusatz von 
Alkohol hervorzurufen, muBte als gescheitert angesehen werden. 
Folglich gelang es weder durch Einengen der Lésung an und 
fiir sich, noch durch Einengen unter Hinzufiigen von Alkohol, 
irgend welche krystallisierbaren Produkte zu erhalten. 

Ausscheidung der Monoaminosduren in der Form 
ihrer Kupfersalze. 180 ccm der Losung wurden auf ca. 100 cem 
eingeengt und der eingeengten LoOsung beim Erwirmen auf dem 
Wasserbade frisch gefilltes Kupferoxydhydrat im Uberschul 
hinzugefiigt, wobei bemerkbar Kupferoxydhydrat gelést wurde. 
Die intensiv blau gefirbte Mischung wurde heif filtriert, der 
auf dem Filter gebliebene Uberschu8 des Kupferoxydhydrats 
mit heiBem Wasser mehrmals durchgewaschen, die erhaltenen 
Filtrate vereinigt und bei 45—60° C. eingeengt. Nach mehr- 
wochentlichem Stehenlassen der eingeengten Fliissigkeit erfolgte 
keine Krystallisation. 

Da die Isolierung der Monoaminosiuren nach dem Esteri- 
sierungsverfahren von E. Fischer mir insofern bedenklich er- 
schien, dafi das Verfahren schon an und fiir sich auf die 
Spaltangsprodukte der Losung M energisch einwirken kénnte, 
fiihrte ich den weiteren Versuch der Isolierung der Monoamino- 
siiuren durch Behandlung der LOsung mit B-Naphtalinsulfochlorid 
ind durch Benzoylieren der letzteren nach Ch. Fischer aus. 

Behandlung der Lésung mit B-Naphtalinsulfo- 
chlorid. Den Versuch, die Monoaminosauren als B-Naphtalin- 
sulfoprodukte zu isolieren, habe ich nach der Methode von 
bt. Fischer und P. Bergell mit einigen Abanderungen von 
A.Ignatowsky!) in folgender Weise ausgefiihrt. 500 cem der 
Losung wurden durch Einengen auf ca. 100 cem gebracht, der 

kalisch gemachten Losung 5 g B-Naphtalinsulfochlorid, gelost 
' A. Ignatowsky, Diese Zeitschnft, Bd. ALI, 8. 371. 


18* 
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in 50g Athylither, hinzugefiigt und 3 Stunden lang unter Fy- 
haltung der alkalischen Reaktion geschiittelt. Darauf wurd, 
der Mischung 2 mal zu je 3 g B-Naphtalinsulfochlorid in je 30 » 
Athyliither gelist hinzugefiigt, wobei sie bei Einhaltung der 
alkalischen Reaktion je 3 Stunden lang geschiittelt wurde. [) 
so behandelte Mischung wurde zur Abscheidung der Ather 


schicht stehen gelassen und die obere dtherische Schicht al- 
gegossen. Die untere, wasserige Schicht wurde filtriert und 
mit Salzsiiure, bis zur deutlichen Reaktion mit Kongo, versetzt. 
wobel eine milchige, gelbliche Triibung entstand. Die sauer 
reagierende, milchige Fliissigkeit wurde 2 mal je 3 Stunde 


— 


mit gleichen Teilen Ather geschiittelt, die ftherischen Ausziive 
vereinigt und der Ather durch Destillation entfernt. Als Riick- 
stand wurden geringe Mengen einer harzigen, dickfliissigen Masse 
der §-Naphtalinsulfoprodukte erhalten, welche zu den Lésungs- 
mitteln folgendes Verhalten zeigte: 1. Der Riickstand léste sich, 
nur teilweise in kochendem Wasser, wobei nach dem Erkalten 
der Losung eine milchige Triibung entstand. 2. Der Riickstand 
ist, obgleich schwer, in heibem 20°/oigen Alkohol zu einer 
klaren, hellgelben Fliissigkeit lOslich, die beim Erkalten der 
Losung tribe wird. 3. In starkem Alkohol, Chloroform und 
Essigiither leicht léslich, in Athylither merkbar schwerer. 

Die harzige Masse der £-Naphtalinsulfoprodukte wurde in 
geringer Menge heiben 20°/oigen Alkohols gelést und in der 
Kiilte der Krystallisation ausgesetzt. Selbst nach 10tagigem 
Stehenlassen hatte sich kein krystallinischer Niederschlag ge- 
bildet, woraus zu schlieben ware, dab in der betreffenden Lésung 
keine Monoaminosauren als solche sich vorfanden. 

Das Benzoylieren nach Ch. Fischer.?) 500 ccm de: 
Losung M wurden auf dem Wasserbade bis auf ca. 100 cc: 
eingeengt und bei Beobachtung alkalischer Reaktion mit Benzoy:- 
chlorid geschiittelt. Letzteres wurde in Portionen von 5—1) ¢ 
so lange hinzugefiigt, bis der Geruch des Reagens bei weitere 
Hinzufiigen desselben noch verschwand. Es wurden in der 
in Rede stehenden Falle 35 gBenzoylchlorid verbraucht. A 
der Mischung schieden sich amorphe, harzige Massen aus uw! 


2) Ch. Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XIX. 
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ein amorpher Niederschlag. Nach dem Hinzufiigen von starker 
Salzsiiure zu der Masse wurden die dadurch ausgeschiedene 
benzoesiiure und Benzoylprodukte mit Essigiither so lange aus- 
cezogen, bis die Essigiitherausztige nach dem Verdunsten keinen 
merklichen Rest mehr hinterliebBen, was verhiltnismibig leicht 
zu erreichen ist. Die Essigiitherausziige wurden von dem Essig- 
‘ither durch Destillation befreit und aus der zuriickbleibenden 
Masse der Benzoylprodukte die Benzoesiiure durch kochenden 
Petroliither entfernt. Es resultierte eine amorphe, harzige Masse, 
die zu den Loésungsmitteln folgendes Verhalten zeigte: 1. Leicht 
und vollsténdig in Chloroform léslich, was ohne Zweifel darauf 
hinweist, dafi die Masse keine Hippursiiure enthaélt. 2. Teil- 
weise, wenn auch schwer, in kochendem Wasser léslich, wobei 
beim Erkalten der Losung eine milchige Triibung entsteht, 
welche beim Erhitzen der Fliissigkeit verschwindet. Die Triibung 
kliirte sich sofort bei Zusatz zu der Losung Lauge. Der Zusatz 
einiger ‘Tropfen Kupfersulfatlosung zu einer solehen alkalischen 
Losung rief eine deutliche biuretreaktion hervor., 3. In kaltem 
Athyliither sehr schwer loslich, merkbar leichter in kochendem. 
:. LOslich in 90°%igem Alkohol. 

Beim Ansauern einer heiben wiisserigen LOsung der Benzoyl- 
produkte mit Schwefelséure und Hinzufiigen einer Losung von 
Phosphorwélframsiiure zu einer solchen Losung entsteht ein 
staubfeiner, weiber Niederschlag. 

Wenn man in Betracht zieht, dab das Glykokoll eines 
der Hauptbestandteile der Gelatine vorstellt, und daf es sich 
leicht benzoylieren und in Form von Hippursdure nach dem 
Verfahren von Ch. Fischer aus den Gemischen von anderen 
Benzoylprodukten der Monoaminosiuren leicht isolieren 1aBt, 
so muf man aus den negativen Resultaten der eben angefiihrten 
Uenzoylierungsversuche schlieBen, dab die Losung M kein Gly- 
kokoll, als solches, enthielt, und somit annehmen, dab bei der 
obigen Hydrolyse kein Glykokoll, und hochstwahrscheinlich auch 
keine anderen Monoaminosiiuren entstehen. Die Resultate der 
vorhergehenden Versuche zur Abscheidung der Monoamino- 
suuren bestitigen den eben ausgesprochenen Schlub. 

Ks wiire nicht allzu gewagt, die Vermutung auszusprechen, 
















206 Ed. Swirlowsky, 





dafi in der Losung M_ stickstoffhaltige Produkte sich befinden. 
die als irgend welehe Kombinationen der Monoaminosiiur 
anzusehen wiiren und bis zu einem gewissen Grade den. yo) 





























EK. Fischer und Abderhalden!) bei der fermentativen Ver- 
dauung der Eiweifstoffe erhaltenen polypeptidartigen Stotfe: 
ihneln. Von diesem Standpunkte ausgehend, versuchte ich die 
Produkte der Losung M durch 20°/oige Salzsiure zu_spalten., 
Die Spaltung (einer bestimmten Menge der Loésung) geschah 
nach der iiblichen Art in einem Kolben, welcher mit Riick- 
flubkiihler in Verbindung gebracht und auf dem Sandbade )is 
zum Sieden des Inhaltes erhitzt wurde, und zwar wurde in 
gevebenem Falle das Sieden der Fliissigkeit 35 Stunden lang 
fortgesetzt.2) Hiernach wurde der Inhalt des Kolbens hei 
filtriert, die Salzsiure durch Silberoxyd in Gegenwart von 
Schwefelsiiture entfernt, das tiberschtissige gelOste Silber durch 
Schwefelwasserstoff und die Schwefelsaure durch Baryumhydra' 
entfernt. Die von den Niederschlégen durch Filtration befreite. 
klare LOsung wurde bis auf 11 eingeengt und als «Lésung R 
bezeichnet. Letztere enthielt 0,5°/o Stickstoflf. 

250 cem der Losung R wurden bis zur Sirupkonsistenz 
eingeengt. Nach etwa 15stiindigem Stehenlassen schieden sich 
in der Kiilte aus der Losung Krystalle in Form von leucin- 
ithnlichen Kugeln und vereinzelten, diinnen Nadeln aus. 

Auch bei der Verarbeitung der Losung nach dem oben 
beschriebenen Verfahren mit Kupferoxydhydrat und bei ent- 
sprechendem Einengen des Filtrates entstand ein krystallinischer 
Niederschlag, aus kleinen Kugeln und einzelnen Nadeln bestehend. 

Nachdem ich mich iiber die Anwesenheit von krystallisier- 
baren Produkten in der Losung R tiberzeugt hatte, unterwar! 
ich einen Teil der LOsung — genau 250 cem, welche auf ca. !: 

‘) E. Fischer etc., Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 81 und Bd. XL 
S. 2105. 

) Wie die nachfolgenden Versuche der Zersetzung dhnlicher Produkt: 
der Albumosen und des Hamoglobins mit 20°'o H,SO, zeigten, war das 
Sieden in gegebenem Falle — 85 Stunden — ein viel zu andauerndes. Fs 
sehr wahrscheinlich, dafi ein kurzandauerndes Sieden — 3—5 Stunden — 
volistandig geniigt hatte, um die Zersetzung der Hydratationsprodukte der 
Gelatine zu bemerken. 
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Volumen eingedampft wurden — der benzoylierung nach dem 
oben beschriebenen Verfahren von Ch, Fischer. Es wurden 
38 ccm Benzoylchlorid verbraucht. Die nach dem Abdestillieren 
des Essigithers erhaltene Masse der Benzoylprodukte wurde, 
ohne die Benzoesiiure durch Petroliither zu entfernen, in Chloro- 
form gelOst, wobei ein Teil derselben leicht in Lésung iiber- 
ging, ein anderer, geringerer Teil als weibes Pulver ungeldst an 
der Oberflache des Chloroforms sich ansammelte — aller Wahr- 
scheinlichkeit nach Hippurséure. Nach 15stiindigem Stehen- 
lassen der Chloroformlésung im Kalten wurde der ungeldste 
Teil auf Filter gesammelt, sorgfiiltig mit Chloroform ausgewaschen 
und im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur getrocknet. 
Es wurden 3,65 ¢ Substanz vom Schmelzpunkt 182° C. er- 
halten. Die Substanz wurde aus einer heifien wisserigen Losung 
unter Zusatz von Kohle umkrystallisiert und im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. Der Schmelzpunkt dieser getrockneten 
Krystalle — es wurden 3: Bestimmungen vorgenommen — 
schwankte zwischen 186,5—187,5° C., was mit dem Schmelz- 
punkt der Hippursiiure tibereinstimmt. Zur vollen Identifizierung 
der in Rede stehenden Substanz mit der Hippursaure wurde 
erstere auf ihren Stickstoffgehalt geprift. 


1. Bestimmung. 0,682 ¢ der Substanz. 


Gefunden: serechnet fiir CgH,NO,: 
7,69°%'o N. 7,82 %/o N. 
2. Bestimmung. 0,5315 g der Substanz. 
Gefunden: 7,67°/o N, 

Aus den Resultaten der Schmelzpunkt- und Stickstoff- 
bestimmungen geht hervor, dai die genannte Substanz, in ihrer 
gereinigten Form, als Hippurséure aufzufassen ist. 

In der Probe der Losung R, welche der Benzoylierung 
unterworfen worden war, wurde der Stickstoff der in die Essig- 
ausziige nicht tibergegangenen Produkte bestimmt. Es erwies 
sich, daB die Menge des Stickstoffs 0,07 g betrug. 

Die die Benzoesiiure und die Benzoylprodukte enthaltende 
Chloroformlésung wurde nach der Entfernung der Hippursaure 
durch Hinzufiigen von Chloroform auf 245 eem gebracht und 
in ihr der Stickstoff bestimmt. Die Menge des letzteren betrug 


0.9187 g in 245 ccm der Lésung. 
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Da das zur Benzoylierung genommene Volumen — 250 cem — 






































der Losung R 1,25 g Stickstoff enthielt, so folgt aus den oben 
angefuhrten analytischen Daten der Stickstoffbestimmung, dal) 

auf den Anteil des Glykokolls 1,25 — (0,918 + 0,07) = 0,262 ¢ 
stickstoff kommt, was der bBerechnung nach 1,4 g Glykokoll, 

oder 3,34 g Hippursiiure entspricht. Wie aus dem bereits oben 

Gesagten ersichtlich ist, wurden von mir 3,65 g Rohprodukt 

der Hippursaéure ausgeschieden, was der theoretischen Berech- 
nung sehr nahe kommt (3,54), wenn man noch in Betraclhit 

zieht, dafi man hier mit einem Rohprodukt zu tun hat. 


Nach Hausmann!) kommen auf den Anteil des Mono- | 
aminostickstoffs 62,5°/o der Gesamtstickstoffmenge des Molekiils 
der Gelatine. Weiter enthalt die Gelatine 18°,o Gesamtstickstol! | 
und nach E. Fischer hochstens 16,5°/o Glykokoll. Es _ folg' | | 


hieraus, dab auf je 100 g Monoaminostickstoff 27,2 g Stickstot! 
des Glykokolls gerechnet werden missen. Aus meinen ana- 
Ivtischen Daten ist zu ersehen, dai dem Benzoylierungsproze)) 
1.25 g — 0,07 g = 1,18 g Stickstoff zufallt, aus welchen 0.262 g | 
Stickstoffin Form von Hippursiiure ausgeschieden wurde. Folglich 
enthielt die LOsung M solche Spaltungsprodukte, deren Stick- ) 
stoffmenge ca. 22°/o Glykokolistickstoff enthialt. Daraus ist zu 
schlieben, dab die Spaltungsprodukte der Lésung M_ haupt- 
siichlich resp. fast ausschlieblich aus den in der Gelatine vor- 
kommenden Monoaminoverbindungen bestanden. 
Aus den Versuchen mit der Losung M kann man folgende 
Schitisse ziehen: 
1. Das Glykokoll, als solches, und h6chstwahrscheinlich auc! 
andere Monoaminosiiuren, als solche, befanden sich nicht in 
der Losung M. | 
2. Diese Losung enthialt Produkte, welche sich durch fo\- 
gende Eigenschaften charakterisieren : 
a) Durch die Phosphorwolframsiiure werden sie nur 1 
mehr oder weniger unverdiinnten Loésungen (1: 75) in der Form 
eines eigenartigen, bei der Beschreibung der Reaktion der Losung 
angefiihrten Niederschlages gefiillt: — in verdiinnteren Losunget: 


1) Hausmann, Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 95. 
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{ : 300) erzeugt das genannte Reagens nur eine schwache Opa- 
lescena, 

b) die genannten Produkte geben die biuretreaktion, 

¢c) werden durch Esbachs Reagens und Sublimatlosung 
nicht gefallt, 

d) lésen Kupferoxydhydrat, 

e) geben B-Naphtalinsulfoprodukte und Benzoylprodukte 
mit den oben beschriebenen Kigenschaften und 

{) reagieren sauer auf Lackmus. 

3. Aller Wahrscheinlichkeit nach enthilt die Losung M 
Produkte des Eiweifzerfalls vom Typus der Monoaminosiiuren ; 
es ist sehr mdglich, daB die Monoaminosiiuren in der bespre- 
chenden Losung als irgendwelche Kombinationen vertreten waren, 
his zu einem gewissen Grade analog den polypeptidartigen Stolfen 
E. Fischers und E. Abderhaldens (I. ¢.). Diese Kombina- 
tionen konnen verhiiltnismibig leicht durch 20°/0ige Salzsiiure 
vespalten werden und geben bei solcher Spaltung beinahe die 
theoreusche Ausbeute an Glykokoll, was darauf hinweisen konnte, 
lah die genannte Loésung fast ausschlieblich aus Kombinationen 
verschiedener Monoaminosiiuren besteht. 

t. Die Gelatine erleidet bei der in Rede stehenden Hydro- 

<¢ somit eine Spaltung bis zur Bildung der Produkte der 
Losung M. 
Eiweifstoffe des Pferdeblutserums. 
A. Feuchte, koagulierte Eiweibstoffe des Pferdeblut- 
serums. 

Zur Darstellung dieses Priiparates wurden 15 1 frisches, 
delibriniertes Pferdeblut fiir 2 mal 24 Stunden an einem kiihlen 
Ort abstehen gelassen, wonach das so gekliirte Serum mit 
Hilfe eines Hebers von der unteren Blutkérperchenschicht abge- 
trennt, mit 5 Teilen Wasser gemischt und bei schwachem An- 
suuern mit Essigsiure auf dem Wasserbade bis 75—80° C. 
trhitzt und 15 Minuten lang bei dieser Temperatur gehalten 
wurde. Die erhaltene Masse der koagulierten Eiweilstoffe 
wurde auf ein Seihtuch gebracht, mehrmals mit gréBeren Mengen 
suchenden, gewOhnlichen Wassers, zuletzt 2 mal mit kochendem 
destilliertem Wasser gewaschen und wiederum auf ein Seihtuch 
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cebracht. Die so erhaltenen koagulierten Eiweibstoffe wurden 
im Morser mit 12 1 0,5°/oiger Salzsiiure verrieben, die Mischuns 
in eine geraumige Flasche gebracht und unter Zusatz von Chloro- 
form den 26. X. 1904 im Thermostaten bei 36—38°® C. zur )j- 
gestion hingestellt. Hierbet muh bemerkt werden, dali yon 
PO. XIE. 190% bis zum 10. 1. 1905 und vom 27. IV. 1905. })< 
zum 38. IX. 1905 die Mischung bei Zimmertemperatur gestandey 
hat. Auferdem mul hinzugefigt werden, dab den 12. XII. 1904 
10 | der erwithnten Mischung mit 5 1 0,5°/oiger Salzsiiure ge- 
miseht wurden und diese Mischung zur weiteren Digestion |) 
36—38" C. in den Thermostaten gestellt wurde. 


Tabelle 4. 





Menge des zur Menge der an NH, Menge 
: " 2) 





N-Bestimmuneg gebundenen ial 
4 ; = 5 »¢ Qtieks offs 
senommenen N 10-H,SO, des nanan é 
Filtrates in der Vorlage in 100 Teilen Filtra’ 
ccm | ecm g 
50 2.6 = 0.0076 
26. X. 1904 
20) | = 0.0073 
: ou 15.7 
d. XI. 1904 : : - 0.045 
aU 15.6 
20 18 
Is. XL. 1904 ' = ().105 
Pd ba! | 
20 21 
30. XL. 1904 O15 
10 10.3 
_ | 10 11,4 | 
{4 XII. 1904 10 i! ' = 0.167 
9, 
14. LL. 1905 LO 18,2 = (265 
29, T, 1903 10 18,2 = 0,265 
IS. I]. 1905 LO 18.2 | - 0.265 
16. HIE. 1905 LO 18.3 == (),266 


= 0.265 
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Anmerkung: Der Titer von 1 cem ®10-H,SO, bis zum 18. XI. 1904 
ispricht 0,00147 g Stickstoff; der Titer von lL cem dieser Saure in den 
brigen Proben entspricht 0,00146 g N. Dieselben Daten haben auch 
r die Tabelle 5 Giiltigkeit. 

Aus der Tabelle 4 ist zu ersehen, dafi feuchte koagulierte Eiweif- 
rper des Pferdeblutserums beim andauernden Digerieren mit 0,5°/oiger 
Salzsiiure bei 36—38° C., in Gegenwart von Chloroform, allmahlich in 

sung tibergehen und nach ca. 54 Tagen vollstaindig geldst sind. 

Von Zeit zu Zeit wurden der Mischung einzelne Proben 
eutnommen, filtriert und das erhaltene Filtrat nach dem_ bet 
ler Gelatine angegebenen Verfahren auf den Gehalt an Gesamt- 
und Monoaminostickstoff quantitativ geprift. Die Resultate dieser 
Hestimmungen sind aus den Tabellen 4 und 5 zu_ ersehen, 
vobei die erste Tabelle den Gehalt an Gesamt-, die zweite an 
\Monoaminostickstoff angibt. 

Tabelle 5. 





Menge der an Menge des 


NH, 
Monoaminostickstoffs 
Proben vebundenen 
nN so-H SO, in 100 cem 


inderVorlage der GelatinelOsung 





: Probe: 
200—250 cem. Zur N-Be- — — 
stimm. 00 ccm genommen. 

2. Probe: | 
200—250 ccm. Zur N-Be-! — — 
stimm. 100 ecm genommen. 


27. X. 1904 


1. Probe: 
50— 500 cem. Zur N-Bestim- 
mung 150 ccm genommen. 


2. Probe: 


_— 0.016 ¢ 6°o des 
7 ecm some 

, Gesamtstickstoffs. 
15. 1. 190d 


2 i ° O.O1LS g £.9° Ss 
100—d00 ccm. Zur N-Be- 2.8 i ag — des 
= 1) Gesamtstickstoffs. 
stimm. 150 ccm genommen. 
- \V—dV0 cem. Zur N-Bestim- 0.028 « == 10.5°'o des 
29 T. 1905 2U—200.cem. Zur N-Bestim ~——— 028 g = 10,5°/o des 


mung 150 ccm genommen. Gesamtstickstoffs. 


; ans, 2U—d00 cem, Zur N-Bestim- ‘iota 0.033 ¢ == 12.45°'o des 
is 11.1905 34 ecm : 
mung 150 ccm genommen. Gesamtstickstoffs. 
IL 05 90—d00ceem. Zur N-Bestim-| oo 0.04 ¢ 15°o des 
. ‘ = .2 CON , 
mung 150 ccm genommen.| Gesamtstickstoffs. 
~ ne ge 29—250cem. ZurN-Bestim-| - - 0.053 x <= 20% des 
27. IV. Od D5 eem 


Gesamtstickstoffs. 


mung 150 ccm genommen. 
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Die Tabelle 5 zeigt, dab bei der erwiihnten Digestion qj 
koagulierten Eiweibkorper des Pferdeblutserums eine allmiihliche 
Spaltung unter Entstehung von durch Phosphorwolframsiiny: 
nicht fillbaren, stickstoffhaltigen Substanzen vor sich geht: 
Verlauf von ca. 160 Tagen hat die betreffende Spaltung eine, 
solchen Grad erreicht, dab die Stickstoffmenge der genannten 
Produkte ca. 20°/o der Menge des Gesamtstickstoffs diese 
KiweiBkorper darstellt. 

Den &. I]. 1905 und 26. IV. 1905 wurde die Losung quin- 
titativ nach der bei Gelatine besprochenen Methode auf. frei, 
Salzsiiure gepriift. Im ersten Fall betrug die Menge der freic 


Siiure 0,27°/0, im zweiten 0,23°/o. 

Auf Anwesenheit von proteolytischem Ferment wurde di 
Mischung nach Mett, und zwar mit negativem Resultat, geprii! 
der Inhalt der Mettschen Zylinder blieb 44 Tage unveriinder' 
(15. 1. 1905 bis 1. I. 1905). 

Nach ca. 160 Tagen wurde die Digestion der bereits scho: 
gelosten Eiweifsubstanzen unterbrochen. Die aus dem Ther- 
mostaten genommene, deutlich nach Chloroform riechende Losting 
wurde filtriert, 10 1 des Filtrats mit gleichen Teilen Wasse 
gemischt und in Gegenwart von 0,5°/oiger Schwefelsiiure mi! 
Phosphorwolframsiiure gefallt. Der entstandene Niederschili: 
wurde alsdann mit Wasser gewaschen, mit Baryumhydrat |) 
ca. 40° C. zersetzt, der dadurch entstandene Niederschlag abii- 
triert, das Filtrat mit Kohlensaiure gesiittigt, auf die Hiilfte ein- 
gedampft, das Baryum durch Schwefelsiiure genau entferut. 
abfiltriert und bei 40° C. auf 3,41 eingeengt — Losung Bb. 


Diese Losung enthielt: 


Stickstoff 0,372°% 0. == 12,65 g in 3,4 1 der Losung 
Trockensubstanz 2,48 °/o 84,32 » BA] 
Asche 0,032 °/o 1088 » » 34] 
Organ. Substanz 2,448°/o = 83,232 > » 3,4 1 


In der LOsung B wurden die durch schwefelsaures Amn 
nicht fiillbaren Produkte nach Kiihne quantitativ bestimmi. 
und zwar auf folgende Weise: 2043 ccm der Losung b, mi 
einem Gehalt von 7,5 g Stickstoff, wurden auf !\5 ihres Volumen- 
eingeengt, die eingeengte Losung beim Erhitzen auf 102° ©. 
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mit Ammoniumsulfat gesiittigt, die dabei ausgesalzenen Albu- 
mosen durch Filtration der heiben Mischung getrennt, in heibem 
Wasser gelist, nach der obigen Art bei 102° C. ausgesalzen 
ind wieder heif filtriert. Die auf dem Filter gebliebene Masse 
— Albumosen — wurde in eine entsprechende Menge Wasser 
relist, die erhaltene Losung durch Baryumhydrat von schweltel- 
saurem Ammonium befreit und der dabei sich entwickelnde Am- 
moniak durch Eindampfen der L6sung vollstaéndig verjagt. Nach 
lem Abfiltrieren des Baryumsulfats wurde die Losung bis auf 
5,00 cem eingeengt. Nach der Stickstoffbestimmung erwies es 
sich, daB die Lésung — 500 cem —- 4,95 g Stickstoff enthalt, 
was 34°/o der Gesamtstickstofimenge der zum Versuch genom- 
menen Lésung betrigt. 

Es ist aus diesem Versuch ersichtlich, daf bei andauernder 
Digestion der betreffenden Eiweibstoffe mit 0,5°/oiger Salzsiiure 
unter obigen Bedingungen nicht nur Albumosen, sondern auch 
Amphopepton Kiihne gebildet wird. 


Die durch Phosphorwolframsdéure nicht fallbaren 
Produkte. 


Die Filtrate von dem durch Fallung mit Phosphorwolfram- 
“wure erhaltenen Niederschlag wurden, wie bei der Gelatine 
erwihnt, auf folgende Weise behandelt: die freie Salz- und 
Schwefelsiiure wurde durch Baryumhydrat in geringem Uber- 
<chuf gebunden, der Uberschuf des letzteren durch Kohlensiiure 
entfernt und die Mischung bis auf 31 eingedampft. Der Barvt 
wurde aus der eingeengten Lésung durch Schwefelsiiure, die 
Salzsaure durch Silberoxyd in Gegenwart von Schwefelsiure 
ind letztere durch Baryumhydrat entfernt. Das schwefelsaure 
barvum wurde abfiltriert, das erhaltene Filtrat bei 40—45° C. 


i! 2.26 | eingeengt undals «Losung M» bezeichnet. Die LOsung M 


enthielt: 
Stickstoft 0,2°0 == 4,52 g in 2,26 1 Lisung 
Trockensubstanz 1,5°/o - 339 » » 226] » 
Asche 0.07% = 158 >» » 2236 |] 
Organ. Substanz 1,43°/o = 32,32 2.26 | 
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Mit den Lésungen B und M wurden unter den bei « 


Gelatine beschriebenen Bedingungen folgende Reaktionen aus- 


gefiihrt : 


Losung b‘. 


Losung M. 


Reagens: 10°/voige Phosphorwolframsiéureldsung. 


10 ccm der Lésung —- 1 ecm 
20°/o H,SO, +- 3 cem des Reagens, 
tropfenweise hinzugefiigt — reich- 
licher, flockiger Niederschlag. Beim 


Verdiinnen der Mischung mit Wasser | 


bis zu 50 cem nahm der Nieder- 
schlag nach 24stiindigem Stehen 
ein Volumen von ca. 11 ccm ein. 


10 ecm der Lésung -- 1 
20°o H,SO, -+ 3 cem des Reagens 
tropfenweise hinzugefiigt — entste 
ein schwerer, feiner Niederschlag 
Beim Verdiinnen der Mischung 1, 
Wasser bis 50 ccm nahm der Nied. 
schlag nach 24stiindigem Ste}; 
ein Volumen von ca. 0,5 ccm ein 


Die Biuretreaktion. 


10 cem der Lisung + 1,5 ccm 


10°/o NaOH +- 5°6 CuSO,, tropfen- 
weise hinzugefiigt — rosenrote Fiir- 


bung, welche, als solehe, beim Hin- 


zufiigen von CuSO, in unbedeuten- 
dem Uberschufi unveriindert bleibt. 


10 ccm der Lisung -- 1,5 ¢¢1 


10°%o NaOH +- 5° 0 CuSO,, tropfen- 
weise hinzugefiigt — rosenrote Fiir- 
bung, welche beim weiteren Hin- 


zufiigen von CuSO, in eine blau 
tibergeht. 


Millons Reagens, 


10 cem der Lésung + 5 Tropfen 
des Reagens — es entsteht ein 
Niederschlag, welcher beim - Er- 
wiirmen eine ziegelrote Firbung 
annimmt. 


10 ccm der Lésung + 4 Tropfen 


des Reagens gibt leichte Triibu 
Beim Erwarmen  bildet sich eu 


ziegelroter Niederschlag. 


Schwefelsaures Ammonium in Substanz. 


Reagens im Uberschufs — reich- 


licher, flockiger Niederschlag. 


Reagens im Uberschuf — se! 


schwache Triibung; durch Hinzu- 


figen von KEssigsiiure keine \ 
inderung merkbar, auch } 
Kochen der Lésung nicht 


Esbachs Reagens 


Die Losung zu gleichen Teilen 


mit dem Reagens 


Niederschlag 


reichlicher 


Die Lésung zu gleichen Ti 
mit dem HReagens  vermisclit 
keine Veriinderung bemerkbat 
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5°%vige wiisserige Sublimatlisung. 


Das zu der Loésung_ tropfen- Das zu der Lésung_ tropfen- 
reise hinzugefiigte Reagens ruft weise hinzugefiigte Reagens ruft in 


einen reichlichen, flockigen Nieder- — ersterer keine Verainderung hervor. 
hlag hervor. Fiigt man zu der Mischung vor- 


sichtig eimige Tropfen 10°70 NaOH 
hinzu, so entsteht ein flockige: 
Niederschlag. 

Rotes und blaues Lackmuspapier. 


Deutlich alkalische Reaktion. Schwach saure Reaktion. 


Ausscheidung der Monoaminosiiuren durch Ein- 
engen der LOsung M. Der Versuch, die krystallisierbaren Pro- 
dukte durch Einengen der LOsung M auszuscheiden, blieb resultat- 
los. Selbst nach monatlichem Stehenlassen der eingeengten L6- 
sing (unter Vorbeugung des Austrocknens) sowie unter Beihilfe 
yon Alkohol wurde keine Krystallisation beobachtet. Die ein- 
veengte Lésung reagierte mit Lackmus sauer, gab aber keine 
Reaktion mit Kongo. 

Ausscheidung der Monoaminosiuren in Form ihrer 
Kupfersalze. Zu diesem Zweck wurden 500 ccm der Losung 
auf ca. 50 cem eingeengt und, wie bei Gelatine erwahnt, mit 
frischgefiilltem Kupferoxydhydrat im Uberschu8 behandelt. Die 
vereinigten, intensiv blau gefarbten Filtrate wurden bis 3/3 des 
Volumens bei ca. 50° C. eingeengt. Nach 5tiigigem Stehenlassen 
der eingeengten Fliissigkeit schieden sich aus derselben lange, 
‘adenformige Krystalle aus. Der krystallinische Niederschlag 
wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und portions- 
weise In ca. 200 cem kochendes Wasser bis auf einen iiuferst 
<chwer in kochendem Wasser loslichen Riickstand gelist: letz- 
terer bestand fast ausschlieBlich aus Kugeln, welche scheinbar 
wus radial gruppierten Nadeln gebildet waren. Die beim Kochen 
erhaltene Losung der Kupferverbindungen wurde heif filtriert : 
es schied sich schon aus der warmen Losung ein krystallinischer 
Niedersechlag aus, welcher nach 24stiindigem Stehenlassen in 
der Kélte abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen wurde. 
Dieser Niederschlag bestand aus langen, diinnen Nadeln, ein- 
zelnen oder in Biischeln gruppierten kiirzeren Nadeln und kugel- 
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formigen Krystallgebilden. Der genannte Niederschlag wii 
anfangs im Vakuumexsikkator, nachher bis zum_ konstantey 
Gewicht bei 110—115° C. getroeknet, wobei ein Verlust 
Gewichts von ca. 17° zu verzeichnen war — wie zu ey- 
sehen, enthielt das Objekt Krystallisationswasser. In der ve- 
nannten Kupferverbindung wurde Stickstoff und Kupfer bestimm: 
Zur ersteren Bestimmung wurden 0,216 g Substanz genomme 
Gefunden: 6,82°/o N. 
Zur Kupferbestimmung wurden 0,2205 g Substanz go- 
hommen. 
Gefunden: 293° 0 Cu. 
Die eben angefiihrten analytischen Daten kommen dene 
des wasserfreien Kupfersalzes der Glutaminséure sehr nahe 


Gefunden: serechnet fiir CuC,H,NO,: 
682° 0 N 6,7°%o N 
29,3°%o Cu. 30,4°/o Cu. 


Der niedrige Kupfer- und der erhodhte Stickstoffgehal 
sprechen dafiir, dab die von mir isolierte Kupferverbindung 
nicht chemisch reines Kupfersalz der Glutaminsiiure vorstell!, 
sondern dal letztere mit kleinen Mengen einer Kupferver- 


bindung anderer Monoaminoséuren — hochst wahrscheinlic! 
Leucin — verunreinigt ist. 


Da die erhaltene Menge der Kupferverbindung sich als 
ungeniigend erwies, um eine Kontrollanalyse auszufithren, so 
wurde aus einem anderen Teile der Losung M, namlich aus 
SOO cem derselben, nach dem beschriebenen Verfahren ein 
neue Menge des Kupfersalzes ausgeschieden und bei 110—115'(. 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet, wobei ein Verlust vou 
ea. 16°%/o des urspriinglichen Gewichtes zu verzeichnen war. 
Es wurden 0,267 g der getrockneten Kupfervervindung zur Stick- 
stoffbestimmung und 0,306 g zur Bestimmung des Kupter- 
gehaltes benutzt. 

Gefunden: 6,94°/o N 
29,7°%o Cu. 

Abgesehen von den geringen Beimengungen anderer Mono- 
aminosiiuren mu die .isolierte Kupferverbindung laut den ani- 
lytischen Daten als die der Glutaminsiiure angesprochen we!- 
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en, woraus zu schhefen ist, daB die LO6sung M Glutaminsiiure, 

s solche, enthielt. Es folet somit, dab die Eiweifstoffe des 

’ferdeblutserums bei andauernder Hydrolyse derselben mit 

0,9 6 HCL bei 36—38° C. eine Spaltung erleiden, wobei die 

Nildung der Monoaminoséuren, wenigstens der Glutaminsiiure, 
is solcher, zu konstatieren ist. 

Spaltung der Losung M durch 20*/oige H,SO,. Die 

\iutterlauge von der zur Analyse isolierten Kupferverbindung 

urde zur weiteren Krystallisation stehen gelassen, wobei jedoch 

nach einem zweiwo0chentlichem Stehenlassen keine Krystallisation 

erfolete. Die durch Schwefelsiiure angeséiuerte L6sung wurde 

lurch HS zersetzt, von dem entstandenen Schwefelkupfer ab- 

liltriert und von H,S durch Erwirmen befreit. Es wurden 

~“) eem strohgelben Filtrats erhalten, welches eine deutliche, 

rosenrote Biuretreaktion gab. Das erhaltene Filtrat wurde 

auf dem Sandbade in einem mit Riickflubkiihler versehenen 

Kolben mit 20°/oiger Schwetfelsiiure 3 Stunden lang gekocht, 

wonach die Schwefelséure durch Baryumhydrat genau ent- 

fernt, und das entstandene Sulfat abfiltriert wurde. Das Filtrat 

cab keine Biuretreaktion. Beim Einengen des Filtrates schieden 

sich groBere und kleinere leucinahnliche Kugeln und dem Ty- 

rosin. gleiche Biischel aus. Daraus ist zu ersehen, dal die 

Lisung M, auBer den Monoaminosiuren, als solehen, noch, 

) ind zwar hauptsiichlich, solche  stickstofthaltigen Spaltungs- 

rodukte der Eiweifkorper enthielt, welche sehr leicht beim 

Kochen derselben mit 20°/oiger Schwefelsiiure in freie Mono- 

uninosiuren sich spalten: ein 3Sstiindiges Sieden der LOsung 

seniigte, um die Biuretreaktion derselben zum Verschwinden 

“i bringen und die genannten Produkte in krystallisierbare 

Verbindungen — Monoaminosiiuren — zu spalten. bei der 

en beschriebenen Hydrolyse der in Rede stehenden Eiweil- 

rper entstehen also Monoaminosiiurekomplexe, welche sehr 

eicht durch 20°/oige H,SO, in ihre Bestandteile — freie Mono- 

ninosiituren — sich spalten zu lassen. 








278 Ed. Swirlowsky, 






























B. Getrocknete, koagulierte Eiweifistoffe des Pferde- 
blutserums. 

Um bis zu einem gewissen Grade die Frage aufzukliirey,. 
wie sich getrocknete EiweiBkoOrper zur Wirkung von 0,5° oie; 
38° C. verhalten, wurden mit solchen Eiwei()- 
korpern des Pferdeblutserums einige Versuche ausgefiihrt, wolhve 
parallel mit diesen Versuchen auch solche mit feuchten Eiweii)- 
korpern des betreffenden Serums gefiihrt wurden. 

Zu diesen Versuchen wurden 2 | frischen Pferdeblutserums. 
welche mit der zweifachen Menge Wasser verdiinnt, bis 70° ( 
erwirmt und 3/2 Stunde bei 70—90° C. gehalten wurden, ver- 
wandt. 150g der vorher mehrmals mit heifem destillierte:, 
Wasser durchgewaschenen feuchten Eiweiikorper wurden mit 
1,51 0,5°/oiger Salzsaure verrieben und bei 36—38° C. im 
Thermostaten zur Digestion aufgestellt. Ein anderer Teil solcher, 
mehrmals durchgewaschener, Eiweiikorper wurde anfangs aut 
dem Wasserbade, nachher 12 Stunden bei 103—105° C. ge- 
trocknet. 40g der getrockneten, feingepulverten Eiweifkorpe: 
wurden gleichfalls mit 21 0,5°/oiger Salzsiure verrieben und 
bei 36—38° C. digeriert. Wahrend nach zirka einmonatlichem 
Stehenlassen der feuchten Eiweifkorper das Filtrat derselben 
eine sehr schwache Biuretreaktion gab, zeigte das Filtrat der 
zur Digestion aufgestellten, getrockneten Eiweifkorper im Verliau! 
dieser Zeit eine intensive rotviolette Biuretreaktion an. Nach 
zweimonatlichem Stehenlassen der feuchten und getrockneten 
Eiweibkorper war die betreffende Reaktion der ersteren Eiweil: 
korper deutlich violettrot, wogegen die Reaktion der letztere 
eine intensiv himbeerrote Furbung zeigte. Nach zirka dreimonat- 
licher Digestion gingen sowohl die feuchten, als auch die ¢e- 
trockneten Eiweibkorper in Lésung tiber, wobei die Losung de 
ersteren eine dunkel strohgelbe Fiairbung, die LOsung der letzte: 
dunkelbraune Fiirbung zeigte. In beiden LOsungen wurde sow: 


Salzsiiure bei 36 








der Gesamt-, wie auch der Monoaminostickstoff bestimmt. 
der Losung der feuchten Eiweifikorper wurde 0,23 °/o Gesu: 
stickstoff und O0,023° 0 Monoaminostickstoff gefunden — 

betrug die Menge des Monoaminastickstolfs etwa 10°,oder Me: 
des Gesamtstickstotts. 
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Die Lésung der betreffenden getrockneten Eiweifkérper 
enthielt: 0,369°/o Gesamtstickstoff und 0,038°9/o Monoamino- 
stickstoff, — also betrug die Menge des letzteren etwa 10,2° 0 
der Gesamtstickstoffmenge der betreffenden Loésung. 

Aus den eben angefiihrten parallelen Versuchen mit 
feuchten und getrockneten koagulierten Eiweiikérpern des 
Pferdeblutserums ist zu schlieBen, dab: 

1. Die bei 103—105" C. getrockneten, vorher koagulierten 
Eiweibkorper des Pferdeblutserums bei andauerndem Digerieren 
derselben mit 0,5°/oiger Salzséiure bei 36—38° C. vollstandig 
in Lésung tibergehen und einer allmahlichen Spaltung anheim- 
fallen, wobei stickstoffhaltige, durch Phosphorwolframsaure nicht 
fillbare Produkte gebildet werden. Solche Spaltung unter Bil- 
dung der eben erwahnten Produkte scheint bei den betreffenden 
cetrockneten Eiweiikorpern nicht energischer vor sich zu gehen, 
als das bei den feuchten Eiweifikérpern zu beobachten ist — 
wenigstens kann man dies aus der Menge der Spaltungsprodukte 
vom Typus der Monoaminosauren schlieBen. 

2. Die Losung der koagulierten Eiweifkorper des Pferde- 
blutserums in 0,5 °/oiger Salzsiure bei 36—38° C. geht, wie 
es scheint, leichter dann von statten, wenn sie einem vorher- 
gehenden Trocknen unterworfen, als wenn sie feucht mit der 
betreffenden SaurelOsung digeriert werden. 

3. Die Bemerkung L. Langsteins:!) «1°/oige Schwefel- 
siiure vermag, bei einer Temperatur von 37°, fein gepulvertes, bei 
100° getrocknetes krvstallinisches Eieralbumin auch in Monaten 
nicht zu lésen» diirfte nach diesen meinen Versuchen skeptisch 
aufzufassen sein und miibte einem kritischen Kontrollversuch 
unterworfen werden. 


Casein. 


Die Darstellung dieses Priiparats wurde folgenderweise 
sorgenommen. Zentrifugierte Kuhmilch wurde mit gleichen 
leilen Wasser verdiinnt und das Casein durch schwache Essig- 
-iure ausgefiillt. Die erhaltenen Niederschlige wurden mit 
\Vasser sorgfiltig gewaschen, durch ein Tuch geseiht und zuletzt 


‘YL. Langstein. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 208—209. 
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mit Wasser angeriihrt, auf dem Wasserbade koaguliert und } 
Koagulationstemperatur 15—20 Minuten lang erwarmt. Da: 
Casein wurde alsdann mit 0,2 °/oiger Natronlauge verrieben, darin 
gelist und die erhaltene’ Loésung filtriert. Aus dem Filtrate 
wurde das Casein mit Salzsiiure ausgeschieden, mit destilliertemn 
Wasser sorgfiiltig gewaschen und der Niederschlag auf Seihtuch 
abgepreBt. 1500 g des feuchten Caseins wurden mit 12 1 0,5°/oige) 
Salzsiiure verrieben und in ‘einer geriiumigen, gut verschliel)- 
baren Flasche mit Chloroform den 1. X. 1904 im Thermostaten 
bei 36-——38° C. digeriert. 

Gleichzeitig wurde die Mischung auf ihre proteolytische 
Verdauungsfihigkeit nach Meth gepriift. Die mit der Mischung 
aufgestellten Eiweifzylinder blieben nach zirka einmonatlichem 
Kinwirken ungelost. 

Von Zeit zu Zeit wurde in dem Filtrate der zum Ver- 
suche entnommenen Proben der digerierenden Caseinmischuny 
der Gesamtstickstoff ;Tabelle 6) und der Monoaminostickstoi! 
(Tabelle 7) bestimmt. 

Es mu bemerkt werden, dafi die Caseinmischung vom 
20, XI. 1904 bis zum 14. [. 1905 bei Zimmertemperatur stand, 

Aus den in den Tabellen 6 und 7 angefiihrten Daten folgt, dali 

|. Das Casein der Kuhmilch bei Digestion desselben mi 
mit 0.5°/oiger Salzsiiure ber 36—38° allmihlich in’ Losung 
iibergeht. 

2. Auberdem zeigt die Tabelle 7, dab es bei der erwahnten 
Digestion eine Spaltung unter Bildung von durch Phosphor- 
wolframsdure nicht fallbaren, stickstoffhaltigen Produkte er- 
leidet; die relative Stickstoffmenge solcher Produkte erreichte 
nach ca. Ydtigiger Digestion etwa 37°/o der Gesamtstickstoli- 
menge des Filtrats. 

Den 20. [. 1905 wurde in dem Filtrate der Caseinmischuny 
die freie Salzsiiure nach der oben erwéhnten Methode bestimm!, 
wobei 0,3°/o der freien Siiure gefunden wurde. Zur Wiede 
herstellung der anfiinglichen freien Salzsiiuremenge (0,5° 
wurde der Mischung den 21. [. 1905 die dazu nétige Menge d 
genannten Séure hinzugefiigt. 

Den 7. Il. 1905 wurde die Hydrolyse des Caseins unte:- 
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brochen. Ein Teil des Caseins war bis zu dieser Zeit ungelost 


‘ seblieben. Aus unvorhergesehenen Griinden, welche zum Verlust 
n der Caseinmischung fiihrten, konnten weitere Versuche mit der- 


-elben nicht ausgefiihrt werden. 


Tabelle 6. 





Menge 





Menge des zur Menge der an NH, 
MW N-Bestimmung gebundenen des Stickstoffs 
genommenen | N/to-H,SO, ; in 100 Teilen 
Filtrates , In der Vorlage | des Filtrates 
' ccm | ecm | g 
) 30.5 
" 16. X. 1904 | 0,089 
50 30.2 | 
ig DV . 
22. X. 1904 39,3 0.103 
\ aU 
i _— __——_—— - 
; 50 D400 
6. XI. 1904 : 0,110 
™ 25 18.3 
M 25 
Ik. XI. 1904 : 19.2 O115 
2d 
i. 20 | 16,7 
tt 1. XII. 1904 ue 0124 
20 16,5 
iF ii 10 
14. XII. 1904 8.6 | 0,126 
10 
|'- _--—— — ——— a —_— — —— —_—_ — ———__ -— 
; | 10 9 
U l4. I. 1908 0,131 
10 91 





l. Wf. 1905 | 10 9,2 0.134 


Anmerkung: Der Titer von 1 ccm ®/10-H,SO, bis zum 18. XI. 1904 
entspricht 0,00147 g N; der Titer von 1 ccm dieser Siure in den ubrigen 
Proben == 0,00146 g N. Dieselben Daten haben auch fiir die Tabelle 7 
iltigkeit. 
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Tabelle 7. 














Menge der an Menge des 
NH eee . 
3 Monoaminostickstoff, 





Proben gebundenen ' 
n 0-H, SO, in 100 ccm 


des Filtrates 








in der Vorlage 

















1. Probe: 







35—2A50cem. ZurN-Bestim- 4,3 ccm | i aint staid 
. 0,045 g = 34,6° 
: _ mung LOO ccm genommen. ; 
15. I. 1905 Gesamtstickstoff 
2. Probe: 





in dem Filtrat 






























35—250cem. ZurN-Bestim- 4,2 
mung 100 ccm genommen. 
50—250 cem. | 0,05 g = 37.3% 
1. I. 1905 Zur N-Bestimmung 100 cem  =_6,.9 ccm Gesamtstickstoff 
genommen. in dem Filtrat 
Hamoglobin. 


Zu meinem Versuch diente zweimal umkrystallisiertes, 
aus Pferdeblut nach der iiblichen Art mit Zusatz von Spiritus 
in der Kalte gewonnenes Hiimoglobin. Solches Hiimoglobin 
wurde bei 35° in 101 Wasser gelost und der erhaltenen filtrierten 
Losung 21 Wasser, welches mit solcher Menge Salzsiiure (134 ccm 
HCl, sp. Gew. 1,19) versetzt war, daB die Mischung — 12] - 
0,5°/o HCl enthielt, hinzugefiigt. Diese 0,5°/o Salzsaure ent- 
haltende Losung des Hiimoglobins wurde den 28. I. 1905 mi! 
einem Uberschu8 an Chloroform versetzt und im Thermostaten 
bei 36—38° C. digeriert. Es ist nétig zu vermerken, dafi die 
betreffende Lésung vom 1. V. 1905 bis zum 20. VIII. 1905 be: 
Zimmertemperatur stand. Die anfianglich durchsichtige, leicht- 
fliissige LOsung fing allmahlich an sich zu verdichten, wobei ein 
brauner Niederschlag gebildet wurde. 

Die in Rede stehende Lisung wurde gleich nach dem Aul- 
stellen zur Digestion nach Mett gepriift, und zwar mit negativem 
Resultat: der Inhalt der Zylinder blieb ca. 34 Tage unverandert. 

In der Hiimoglobinlésung wurde den 5. V. 1905 und 2. X. 1905 
die Menge der freien Salzsiiture nach der oben erwiihnten Ar! 
bestimmt. Im ersteren Fall enthielt die Liésung 0,27°%/o, im 
zweiten 0,23°/0 der freien Saéure. Die Hialfte der freien Salz- 
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-jure war also wiahrend der Digestion gebunden worden. Von 
Zeit zu Zeit wurde in einzelnen, der Himoglobinlésung ent- 
nommenen, filtrierten Proben die Menge des Gesamt- (Tabelle 8) 
und des Monoaminostickstoffs (Tabelle 9) bestimmt. 


Tabelle 8. 

















Menge |Menge der an NH, | Menge 





Pay ees gebundenen des Stickstoffs 
n/10-H SO, in 100 Teilen 
Probe | in der Vorlage der filtrierten Probe 
ccm cem g 
28. 1, 1905 10 20.5 0.3 
10. HT. 1905 10 17,7 | 0,258 
13. 1V.1905 | 10 12.8 0,186 
1. X. 1905 10 13.7 0,2 
; . P 10 51 | 0.074 
IS 1, XI. 1905 | | 
” 10 | 5.3 0,077 
ii 


Anmerkung. Der Titer von 1 ccm ®'10-H,SO, entspricht sowohl in 
m lieser, als auch in der folgenden Tabelle (Tabelle 9) 0,00146 g Stickstoff. 
lie Proben vom 1. XI. 1905 beziehen sich auf das verdiinnte Filtrat 
ih der Hamoglobinmischung: das Filtrat wurde zur Fallung durch Phosphor- 
volframsiure verdiinnt. 
on Die progressiv abnehmende Gesamtstickstoffmenge in der 
‘ie Tabelle 8 kénnte mit dem ausfallenden Niederschlag in Zu- 
ej sammenhang gebracht werden: es haben sich N-haltige Pro- 
ite dukte aus der betreffenden Losung ausgeschieden, welche bei der 
in Filtration derselben abgeschieden werden und dadurch die Stick- 
-toffmenge des Filtrates verringern. Die in der Tabelle 9 an- 
if- vefuhrten Daten zeigen, dafi das Hamoglobin bei der oben 
m : angefiihrten Digestion eine Spaltung unter Bildung von stick- 
rt. -toffhaltigen Produkten, welche durch Phosphorwolframsaure 
Ws : nicht fallbar sind, erleidet. Nach einer ca. 160 tiégigen Digestion 
rt vetrug die Stickstoffmenge solcher Produkte ca. 35°/o der Ge- 
“amistickstoffmenge der Losung. 
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Tabelle 9. 











~—— an Menge des 
ae Monoaminosticksto! 
Proben gebundenen — 

n/to-H,SO, in 100 ccm 

in der Vorlage des Filtrates 
5O—5O0O eem. 0,024 ¢ = 9.3%, 
10. Hl. 05 Zur N-Bestimmung 150 ccm 2.5 ecm des Gesamtsticksto 
genommen. , in dem Filtrat: 

25—250 ccm. 0.04 g 21,6 

13. IV. 05 Zur N-Bestimmung 150 ccm 4.1 ecm des Gesamtstickst 


genommen. im Filtrat. 


9j—2DV ecm. 0,058 g = 29° 
1. X. 05 Zur N-Bestimmung 150 cem 6.0 cem = des Gesamtsticksto! 
genommen., im Filtrat. 


1. Probe: | 0,026 ¢ = 35 


200—S00 com. Zur N-Be- 10,7 cem des Gesamtsticksto! 
_ stimm. 150 ccm genommen. im Filtrat. 
1. X01. 05 k 
2. Probe: | 0.026 ¢ = 35° 
200—d500 cem. Zur N-Be- 10,8 cem des Gesamtsticksto! 
stimm. 150 cem genommen. im Filtrat. 


Nach ca. 160tagigem Stehenlassen der Hamoglobinlosuny 
im Thermostaten wurde die Digestion derselben den 1. XI. 1905 
unterbrochen und die stark nach Chloroform riechende Losune 
mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und von dem brauner 
Niederschlag abfiltriert. In einer besonderen Probe des Filtrat- 
wurde sowohl der Gesamt-, wie auch der Monoaminosticksto|! 
bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmungen sind aus den 
Tabellen 8 und 9 zu ersehen — Proben vom 1. XI. 1905. 19 | 
des Filtrates wurden in Gegenwart von 0,5°/oiger Schwefelsaure 
durch Phosphorwolframsiiure, wie es bei Gelatine beschrieben, 
gefallt und der dadurch entstandene Niederschlag durch Baryum- 
hydrat bei 40—45° C. zerlegt, der Niederschlag von Baryum- 
phosphorwolframat abfiltriert, das Filtrat mit Kohlensiéiure ge- 
siittigt und auf dem Wasserbade bis !/3 Volumen eingeengt. Du- 
Baryum wurde aus der Lésung durch Schwefelsaure genau. 
ohne UberschuB der letzteren, gefallt, das BaSO, abfiltriert unc 
das Filtrat bei 40° C. bis 1,5 1 eingeengt und mit «Lésung / 
bezeichnet. Letztere enthielt: 











~ 
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Stickstoff O.48°)o = 7,32 g in 1,5 1 der Lésung 
Trockensubstanz 2,93°%o0 = 43,95 » » 1,5 > 

Asche Spuren 

Organ. Substanz 2,93°/o = 43,9 » 15 >» 


Die Losung B. 


In der LOsung B wurden die durch schwefelsaures Ammonium 
nicht fillbaren Stoffe nach Ktihne, wie bei den analogen Pro- 
dukten der SerumeiweiikOrper beschrieben, quantitativ bestimmt. 
Dazu wurde 346,5 cem der Lésung B mit einem Gehalt von 
1.69 g¢ N verwandt. Die von dem Albumosenniederschlag er- 
haltenen Filtrate wurden vereinigt und mit Wasser bis aut 
500 cem verdiinnt — Losung P. 250 ccm der Losung P wurden 
mit Baryumhydrat und zuletzt mit Baryumkarbonat in geringem 
UberschuB behandelt; das dadurch verdriingte Ammoniak wurde 
durch Einengen der Lésung auf dem Wasserbade entfernt, der 
Niederschlag abfiltriert, mehrmals gewaschen, die erhaltenen 
Filtrate vereinigt und bis 500 com mit Wasser verdiinnt — 
Losung R. Die Losung R enthielt 0,555 g Stickstolf. Da die 
500 ccm der Lésung R nur 250 cem Loésung P entsprechen, 
so enthalten 500 cem der letzteren 0,335 * 2 = 0,67 g N. 
Weiter, 346,5 com der zum Versuch genommenen Losung ent- 
hielten 1,69 g Gesamtstickstoff. Es folgt daraus, dab 0,67 ¢ 
— 39,6°/o der Gesamtstickstoffmenge ausmacht, d. h. 39,6 ° 0 
Stickstoff kommen auf die durch (NH,),5O, nach Kiihne nicht 
fillbaren Produkte. 

Hieraus ist ersichtlich, dafi das Hiimoglobin, einer Ein- 
wirkung 0,5°/oiger HCI] ca. 160 Tage lang bei 36—358 ° C. unter- 
worfen, eine Spaltung erleidet, wobei durch (NH,),SO, nach 
Kiihne nicht fallbare Produkte entstehen, deren Stickstoffmenge 
39,6°/o der Gesamtstickstoffmenge der Loésung B betriigt. 


Die durch Phosphorwolframsaure nicht fillbaren 
Produkte. 

Das erste, sowie die folgenden Filtrate des aus der Himo- 
giobinldsung durch Phosphorwolframsiiure erhaltenen Nieder- 
schlags wurden vereinigt und, wie bei Gelatine beschrieben, 
behandelt: zur Bindung der freien Salz- und Schwefelsiiure 
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wurde der Lisung Baryumhydrat in geringem Uberschuf hinzu- 
gefiigt, der UberschuB des letzteren an CO, gebunden und die 
Mischung auf dem Wasserbade, und zwar bei 40—45° C., bis 
) | eingedampft. Nach der Entfernung des Baryums durch 
Schwefelsiiure, Entfernung der Salzsaure durch Silberoxyd in 
Gegenwart freier Schwefelséure, letzterer durch genaues Hinzu- 
fiigen von Baryumhydrat und des schwefelsauren Baryums durch 
Filtration, wurde die so erhaltene Losung bei ca. 40° C. bis 
1,5 1 eingeengt und mit «LOsung M» bezeichnet. Die Lisung M 
enthielt: 


Stickstoff 0,193°o = 2,895 g in 1,5 1 der Lésung 
Trockensubstanz 1,425°/o = 21,3825 g >» 15» » > 
Asche 0,045°/o = 0,675 » » 15> » 

Organ. Substanz 1,38°/0 = 20,65 » » 14> » e 


Mit den Loésungen B und M wurden folgende Reaktionen 
ausgefiihrt. Da die Lésung B eine gréfere Menge organischer 
Substanz enthielt, als die Lésung M, so wurde die erstere, um 
einen gleichen Gehalt an organischer Substanz beider Losungen 
zu erreichen, mit einer entsprechenden Menge Wasser ver- 
diinnt — Loésung BY’ 

Losung B’ Loésung M. 

teagens: 10°/oige wiasserige Loésung der Phosphorwolframsaure. 

5 ccm der Lésung + 10 cem | 5 cem der Liésung + 10 cem 
Wasser -+ 1 ccm 20°%/o H,SO, + | Wasser + 1 ccm 20°/o H,SO, 
2 ccm des Reagens, tropfenweise | 2 ccm Reagens, tropfenweise hinzu- 
hinzugefiigt, ruft einen sehr starken, | gefiigt, ruft einen sehr geringen, 
flockigen Niederschlag hervor. | rasch sich zu Boden  setzenden 

| Niederschlag hervor. 
Die Biuretreaktion. 


5 ccm der Lisung -+- 1 ccm | 5 ccm der Lésung + 1 ccm 
10°/o NaOH + 2 Tropfen 5°%/o CuSO, | 10°%/o NaOH + 2 Tropfen 5°» CuS0), 
— entsteht eine rosenrote Farbung. | — entsteht eine rosenrote Farbung, 
Bei weiterem Zusatz von CuSO, | welche durch Zusatz von Cus), 
wird die Fiirbung violettrot. | (einige Tropfen) in eine intensiv 


blaue tibergeht. 
Die Millonsche Reaktion. 


5 ccm der Lésung + 5 Tropfen 5 ecm der Lisung + 5 Tropfen 
des Reagens — es wird ein reich- | des Reagens — _ entsteht cine 
licher Niederschlag gebildet. welcher | schwache Opalescenz; beim Er- 
sich beim Erwarmen ziegelrot fiirbt. | warmen wird ein ziegelroter Nieder- 


schlag gebildet. 
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Esbachs Reagens. 


5 ecm der Lésung + 5 ccm | 5ecem der Lésung -+- 5 ccm des 
ies Reagens — entsteht ein reich- | Reagens — die Lisung bleibt un- 
licher Niederschlag. | verdndert. 

Schwefelsaures Ammonium in Substanz. 

Reagens im Uberschuf zu der Reagens zu der Lésung im 
Liisung hinzugefiigt — bildet einen | Uberschuf hinzugefiigt verursacht 
reichhichen Niederschlag. blofS eine schwache Opalescenz 

derselben. 


5)°Joige wasserige Sublimatlisung. 


Bei tropfenweisem Zusatz des | Bei tropfenweisem Zusatz des 
Reagens zu der Lésung entsteht | Reagens zu der Loésung verbleibt 
ein reichlicher Niederschlag. | letztere unveriindert. Bei vorsich- 


| tigem, tropfenweisem Zusatz von 
NaOH zu der Mischung entsteht ein 
sehr geringer Niederschlag. 

totes und blaues Lackmuspapier. 


Alkalische Reaktion. Schwach saure Reaktion. 


Aus den eben angefiihrten, fiir die nativen Eiweibstoffe, 
Albumosen, Peptone so charakteristischen Reaktionen ist zu 
ersehen, da die Losung B alle diese Reaktionen gibt, die LOsung M 
dagegen entweder garnicht mit denselben reagiert, oder die 
heaktion ist mit dieser LOsung eine sehr schwach ausgepragte. 
Es folgt daraus, dai die Lésung M solche Spaltungsprodukte 
des Hamoglobins enthalt, welche durch ihr Verhalten zu den 
oben genannten Reaktionen sehr nahe den Monoaminosiiuren 
resp. zu dem Typus solcher Saéuren zu rechnen sind. 


Die Lésung M. 

Um die krystallisierbaren Produkte zu isolieren, wurden 
342 cem der Lésung M zuerst auf dem Wasserbade, nachher 
im Vakuumexsikkator bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Nach 
/ tiigigem Stehenlassen der Lésung bei Zimmertemperatur schieden 
sich aus derselben Krystalle in Form von kleinen, und eine 
grobere Menge grofen, leucinahnlichen Kugeln mit konzentrischer 
Schichtung aus. Es mu8te angenommen werden, daf man hier, 
aller Wahrscheinlichkeit nach, mit Monoaminosiiuren zu tun hat. 
(m solche Siuren am giinstigsten zu isolieren, beschlof ich, 
“le in ihre schwerldslichen Kupfersalze zu verwandeln und sie 































288 Ed. Swirlowsky, 



























in dieser Form zu analysieren. Es wurden zu diesem Zweck | 

1027 cem der LOsung M, welche ca. 14 g organische Substanz | V 
enthielten, auf dem Wasserbade eingeengt und mit frischgefiilltem . 
Kupferoxydhydrat im Uberschuf§ nach dem bei der Gelatine 
beschriebenen Verfahren behandelt. Die von dem Hydratiiberschul 
erhaltenen Filtrate wurden bis zur Hiilfte eingedampft und de 
Kiilte ausgesetzt. Am anderen Tage hatte sich ein reichlicher 
krystallinischer Niederschlag gebildet, welcher sich unter dem 
Mikroskop als aus kleinen Kugeln und aus bischelformig zu- 
sammengesetzten Nadeln zusammengesetzt erwies. Der krystal- 
linische Niederschlag wurde auf dem Filter gesammelt, mehr- 
mals mit kaltem Wasser gewaschen und im Vakuumexsikkator 
getrocknet. Der getrocknete Niederschlag wog 3 g; er wurde 
in kochendem Wasser bis auf einen Rest, der scheinbar sehr 
schwer in Wasser loslich war, gelost und filtriert. Schon aus 
der warmen Losung fiel ein krystallinischer Niederschlag aus. 
welcher am folgenden Tage abfiltriert, mit kaltem Wasser ge- 
waschen, umkrystallisiert und zuerst im Vakuumexsikkator. 
nachher bei 110—115° C. bis zum konstanten Gewicht ge- 
trocknet wurde, wobei 20°/o Gewichtsverlust zu verzeichnen 


~ 


war. Zur Kupferbestimmung wurden 0,2355 g der Substanz 
verwandt: 


Gefunden: 29,95°/o Cu. > 

Die Stickstoffbestimmung wurde mit 0,203 g¢ der Kupter- : : . 

verbindung ausgefiihrt. 
Gefunden: 6,83°% 0 N, 

Der bei dem Lésen in kochendem Wasser ungelodst ge- - 


j 


bliebene Rest der Kupferverbindung wurde in Wasser, welche : 
mit Schwefelsiiure angesiuert war, gelist und durch Schwele! 
wasserstoff zersetzt. Nach der Filtration des Schwefelkupfers 
wurde das Filtrat stark eingeengt. Beim Erkalten der Losung : | 
schied sich am folgenden Tage ein weiber, aus diinnen Krystal- 
schiippchen bestehender Niederschlag aus. Letzterer wurde in 
heiBem Wasser gelist, in die Kupferverbindung zuriickverwande t. 
die letztere bei 110—115° bis zum konstanten Gewicht ge- 
trocknet und auf den Gehalt an Kupfer und Stickstoff gepriil! 

Gefunden: 30,1°/o Cu 
6,84°/o N. 


i 
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Aus den oben angefihrten analytischen Daten der Kupfer- 
verbindung ist zu ersehen, daf diese Daten mit den Daten 
-olcher Verbindung der Glutaminsiéure fast vollig ibereinstimmen: 


Gefunden : Berechnet fiir CuC,H,NO, 
30.1 °/o Cu 30,4° 0 Cu 
6.84%o N. 6,7°%/o N. 


Demnach erweist es sich, dafi die Losung M Glutamin- 
iure, als solehe, enthielt. Aller Wahrscheinlichkeit nach ent- 
ielt die genannte Losung noch andere Monoaminosiiuren, als 
<olche: der durch Eindampfen der Losung M erhaltene krystal- 
linische Niedersehlag bestand unter anderem aus solchen Kugeln, 
n welchen gewOhnlich Leucin krystallisiert. 


Die Spaltung der Losung M durch 20°/oige 
Schwefelsiéure. 


Die von den krystallisierbaren Kupfersalzen befreite Mutter- 
auge wurde bis zur Sirupkonsistenz eingeengt und der Kite 
iusgesetzt. Nach Verlauf von ca. 1!.2 Wochen war kein kry- 
-tallinischer Niederschlag bemerkbar. Danach wurde die ein- 
ceengte Lésung mit Wasser verdiinnt und beim Ansiiuern mit 
~chwefelsiure durch H,S zersetzt. Das von dem abgeschiedenen 
Schwefelkupfer erhaltene, die Biuretreaktion deutlich gebende 
Filtrat wurde mit 20°%/oiger Schwefelsiiure 6 Stunden lang bis 
zum Sieden erhitzt und nach dem beendeten Kochen von der 
Schwefelsiure mit Baryumhydrat befreit. Das von dem schwefel- 
sauren Baryum erhaltene Filtrat gab keine Biuretreaktion. beim 
Kinengen des Filtrates schied sich aus letzterem ein krystal- 
inischer Niederschlag aus, welcher aus einer Menge grober, 
eucinahnlicher Kugeln bestand. 

Es folgt aus dem eben angefiihrten Versuch, dab bei der 

Rede stehenden Digestion des Haimoglobins aufer den freien 
‘lonoaminosiiuren (wenigstens der Glutaminsiiure) Verbindungen 
ozw. Kombinationen von Monoaminosiiuren entstehen, welche 
ch durch 20°/oige Schwefelsiiure leicht in freie Monoamino- 

ren spalten. 
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Albumosen. 

Die zu meinen Versuchen verwandten Albumosen wurden 
aus dem Pepton Witte folgenderweise gewonnen: das betreffende 
Pepton, aus welchem vorher fiir besondere Zwecke Heterv- 
albumose durch Dialyse ausgeschieden war, wurde bel 79 —80° ( 
in Wasser gelost, die LOsung, um die in dem Pepton Witt: 
befindlichen, durch Phosphorwolframsaure nicht fallbaren, stick- 
stoffhaltigen Produkte abzuscheiden, bis zu 101 mit 0,5 °/oiger 
Schwefelsiiure verdiinnt und mit Phosphorwolframsiure — }e- 
handelt. Der entstandene Niederschlag wurde mehrmals mi! 
groferen Mengen Wasser gewaschen und mit Baryumhydrat zer- 
setzt. Das Baryumphosphorwolframat wurde abfiltriert, das Filtrat 
bis ca, 2,5 | eingeengt und mit (NH,),5O, bei 75—80° C. ge- 
siittigt. Die ausgeschiedenen Albumosen wurden abfiltriert, in 
heibem Wasser gelost und wiederum durch (NH,),5O, ausge- 
salzen und gelést. Nach Entfernung des schwefelsauren Ammon: 
durch Baryumhydrat und des Ammoniaks durch Abdampfen 
der Fliissigkeit wurde letztere von dem Baryumniederschlay 
befreit und dem Filtrate solange Salzsiure hinzugefiigt, bis eine 
demselben entnommene Probe mit Phloroglucin-Vanillin zu rea- 
gieren anfing. In dem so behandelten Filtrate wurde der Gesamt- 
und der Monoaminostickstoff bestimmt; die Resultate diese: 
Bestimmungen sind aus den Proben vom 29. XI. 1904 der Ta- 
bellen 10 und 11 zu ersehen. Das eben erwihnte Filtrat wurde 
alsdann mit 10 1 Wasser verdiinnt, der verdiinnten Loésun, 
0,5 °/oige HC] hinzugefiigt und in Gegenwart von Chlorofori 
den 1. AI. 1904 im Thermostaten bei 36—38° C. zur Digestio: 
gestellt. 

Ks muf bemerkt werden, daB vom 20, XII. 1904 bis zu 
15. 1.1905 und vom 1. V. 1905 bis zum 20. VIII. 1905 « 
Losung der Albumosen bei Zimmertemperatur stand. 

Von Zeit zu Zeit wurde in einzelnen, der Losung e! 
nommenen Proben die Menge des Gesamt- (Tabelle 10) u 
des Monoaminostickstoffs (Tabelle 11) bestimmt. Die Result 
dieser Bestimmungen sind aus den betreffenden Tabellen 
ersehen. Bei den den 11. I. 1905 und 23. IX. 1905 mit 


Albumosenlosung ausgefiihrten Bestimmungen der freien S 
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in letzterem 0,3°/o freie Salzsiiure enthielt. 


Tabelle 10. 
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siiure erwies es sich, daf in ersterem Fall die Losung 0,41 °/o, 











Menge der zur 
N-Bestimmung 
genommenen 


Menge der an NH, 
gebundenen 


N10-H,SO, 


Menge 
des Stickstoffs 
in 100 Teilen 
der Lésung 





Tabelle 11. 


cecem g 
45,9 
29. XI. 1904 0.68 
46,2 
20. I. 1905 17,6 0,256 
20. Il. 1905 17,4 0,254 
17,6 0,256 
23. IX. 1905 | 17,6 0,256 








‘Menge der an 


NH, 


| gebundenen | 
N/10-H,SO, 
in der Vorlage 


Menge des 
Monoaminostickstoffs 
in 100 ccm 
der Lésung 





Zur N-Be- 


20—151.5 ccm. 

; stimm. 100 ccm genommen. 

29. XI. 904 
'25—800ccm. Zur N-Bestim- 
mung 100 ccm genommen.| 


100—S00 cem. Zur N-Be- 


stimm. 150 cem genommen. 


Zur N-Be- 


senommen. 


LO00—)500 cem. 
stimm. 150 cem 


H)—200cem. Zur N-Bestim- 
venommen. 


Q0—250cem. Zur N-Bestim- 
eenommen 





1,9 ccm 


1.6 ecm 


99 ecm 


13.5 cem 


18.7 com 


18.8 cem 


= (),022 g = 32% 


des Gesamtstickstoffs 


— 0.027 g = 3.9% 


des Gesamtstickstoffs 


> OO48 g = 18.8 ” 
des Gesamtstickstoffs 


0.065 2 25,5 ° 
des Gesamtstickstoffs 
- O.09 » 35.1 


des Gesamitstickstoffs 


0.09 ¢ = 3.1? 


(res (yes tl! PstickStoltts 
‘ aAaa ‘ . ‘ ‘ 
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Ed. Swirlowsky, 


Anmerkung: Der Titer 1 ecm "10-H,SO, in den Tabellen 10 
und 11 entspricht 0.00146 g N. 

Aus der Tabelle 11 ist, wie aus den vorigen Tabellen der Mono- 
aminostickstoffbestimmungen, zu ersehen, dafs auch bei der in Red 
stehenden Hydrolyse der Albumosen_ stickstoffhaltige, durch Phosphor- 
wolframsiure nicht fallbare Produkte entstehen. 

Nach ea. 150tiigiger Digestion der Albumosen bei 36—38? C. 
wurde die deutlich nach Chloroform riechende Lésung derselben 
filtriert: 8,5 1 des Filtrats wurden mit 1,5 1 Wasser verdiinnt, 
und in Gegenwart von 0,5°/oiger Schwefelsaure mit Phosphor- 
wolframsiiure gefiillt. Der entstandene Niederschlag wurde mit 
destilliertem Wasser gewaschen und mit Baryumhydrat zerlegt, 
wonach der Niederschlag abfiltriert, das Filtrat mit Kohlensiiure 
sesiittigt und auf dem Wasserbade bis zu 31 eingeengt: das 
Baryum wurde aus der Losung durch Schwefelsiiure entfernt 
und das vom schwefelsauren Baryum erhaltene Filtrat bei 40° C. 
his zu 11 eingeengt. Diese die basischen Spaltungsprodukte 
der Albumosen enthaltende L6sung wurde mit «LOsung B» be- 
zeichnet. Diese Lésung enthielt: 


opera U,95°%o = 9,9 g in 1 1 der Lésung 
Trockensubstanz 9d9.76°%/o = me. is £1 
Asche 0.02% = 02> > 11 
Organ. Substanz 5,749 = 47,4 1] 


Die Losung B wurde nach dem Verfahren von Kosse 
und Kutscher auf Hexonbasen untersucht. Zu diesem Zweck 
wurden 800 cem der betreffenden LOsung verwandt und nach 
der Art des genannten Verfahrens in Histidin-, Arginin- und 
Lysinfraktion zerlegt. 

Histidinfraktion. Um die gegebene Silberverbinduns 
dieser Fraktion zu zerlegen, wurde der gut ausgewaschene 
Niederschlag genau mit Salzsiiure zersetzt, die Mischung filtriert, 
aus dem so erhaltenen Filtrate die Reste des Baryums mit 
Schwefelsiiture entfernt und das Filtrat von schwefelsaurem 
Baryum anfangs auf dem Wasserbade, nachher im Vakuum- 
exsikkator bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Die eingeengie 

x gab eine deutliche Biuretreaktion und reagierte stars 
alkalisch. Letztere Eigenschaft weist darauf hin, daB die Losung, 
auBer in ihr befindlichem Histidin (wasserige Histidinésung rea- 


Losung 


=p 





295 







er die Einwirkung von verdiinnter Salzsiure auf die Eiweifstoffe. 










































sjert neutral resp. schwach alkalisch) noch andere, alkalisch 
eagierende Spaltungsprodukte enthielt. Der Versuch, das Histidin / 
durch Einengen der Losung zur Krystallisation zu bringen, sowie 
n Form von Dichlorid abzuscheiden, fiihrte zu keinem Erfolg. 
Durch Benzoylieren der eingeengten Losung erhielt man ein 
imorphes, in heibem Wasser nur teilweise sich losendes, in 
\thylather fast unlésliches Benzoylprodukt: in verdiinnter Natron- 
augelésung liste es sich leicht. Alle Bemiihungen, ein kry- 
stallinisches Benzoylprodukt zu erhalten, blieben unbelohnt. 
Da es tiberhaupt sehr schwer, ja oft unmoglich ist, kleine Quan- 
‘ittiten von reinem Histidin in Mischungen von mehr oder weniger 
betrachtlichen Quantitiiten anderer basischen Spaltungsprodukte 
der EiweiBkérper zu isolieren, so muf ich die Frage iiber die 
Kildung von Histidin aus Albumosen bei der betreffenden Hydro- 
vse durch 0,5°/oige Salzséure als eine offene bekennen. 
Argininfraktion. Der dureh Sattigung mit Baryum- 
hvdrat erhaltene, gut ausgewaschene Niederschlag der Arginin- 
‘raktion wurde mit Schwefelsiure zerlegt, filtriert, das Filtrat 
es gab die Biuretreaktion) mit Schwefelwasserstolf behandelt, 
das Schwefelsilber durch Filtration, die Schwefelsiure durch 
Karyumhydrat, das dadurch gebildete schwefelsaure Baryum 
durch abermalige Filtration entfernt und das Filtrat stark ein- 
seengt. Das eingeengte Filtrat reagierte stark alkalisch und 
zeigte keine Neigung zur Krystallisation. Die Krystallisation 
war auch durch Hinzufiigen von Salzsiure nicht zu erreichen. 
Nach der Entfernung der Salzsiiture durch Silberoxyd wurde 
lie Losung mit Salpeterséure neutralisiert und beim Erwirmen 
mit Cu(OH), im UberschuB behandelt; letzterer wurde abfiltriert 
ind das Filtrat bei 45° C. stark eingeengt. Nach Verlauf von 
» Tagen erfolgte keine Krystallisation. Alsdann wurde das Filtrat 
lurch Schwefelwasserstoff zerlegt und benzoyliert. Die erhal- 
enen Benzoylprodukte stimmten in allen Eigenschaften mit 
lenjenigen ber bei Histidin erhaltenen vollkommen tberein — 
< gelang mir nicht, krystallinische Benzoylprodukte zu isolieren. 
\uch hier, wie bei der vorhergehenden Fraktion, mufi man die 
rage iiber die Anwesenheit der betreffenden Hexonbase in der 
osung B als eine offene betrachten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLVIII. 20) 
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Lysinfraktion. Das Filtrat von der Argininfraktion. 
sowie die Waschwasser derselben wurden vereinigt und iit 
Phosphorwolframsaure gefallt. Der gut mit Wasser gewaschene 
Niederschlag wurde nach dem iiblichen Verfahren mit Baryum- 
hydrat zerlegt und nach der Entfernung des Baryumphosphor- 
wolframats bei ca. 50 ccm eingeengt. Die erhaltene Loésune 
gab deutliche Biuretreaktion und reagierte stark alkalisch. Zu 
der eingeengten Losung wurde eine alkoholische Pikrinsiiuye- 
l6sung hinzugeftigt und die Misehung auf dem Wasserbade 
erwirmt. Am folgenden Tage wurde in der Losung ein ge- 
ringer feiner Niederschlag bemerkbar, welcher unterm Mikroskop 
aus stumplen Stiabchen bestand. Nach 4 tigigem Stehenlassen 
wurde der geringe Niederschlag abfiltriert, mit kaltem Wasser 
gewaschen und in geringer Menge kochenden Wassers. gelost. 
Nach dem Erkalten der Losung schied sich ein gelber, aus 
sternfOormigen und aus kurzen Nadeln facherfOormig zusammen- 
gesetzten Krystallen bestehender Niederschlag aus, welcher in 
mit Schwefelsa’ure angesiuertem Wasser gelOst und zur Ent- 
fernung der Pikrinsiiure mit Ather geschittelt wurde. Die erhal- 
tene, farblose LOsung gab deutliche Biuretreaktion und einen 
Niederschlag mit Phosphorwolframsiiure. Weitere Untersuch- 
ungen konnten wegen der geringen Menge des Pikrates nich! 
ausgefiihrt werden und ich mute somit auch die Frage iiber 
die Bildung des Lysins bei der erwahnten Hydrolyse der Albu- 
mosen offen lassen. 

Nach der Untersuchung der Losung B auf Hexonbasen 
mul} man zu folgendem Schluf kommen: Die Hexonbasen be- 


fanden sich in der LOsung b entweder garnicht, oder — was 
natiirlich einen direkten Beweis erfordert — sie fanden = sich 


in diuberst geringen Quantitiiten mit anderen basischen Spaltungs- 
produkten der Albumosen gemengt. 

Die durch Phosphorwolframsaure nicht faillbaren Spaltung: 
produkte der Albumosen wurden, wie bei den vorhergehend: 
Priiparaten besprochen, in folgender Weise gewonnen: Die vo 
dem Phosphorwolframsiiureniederschlag gewonnenen  Filtr 
wurden mit Baryumhydrat behandelt, mit Kohlensiure gesal! 
und bis auf 41 eingedampft. Nach dem Entfernen des Barywn- 
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urch Schwefelsiure und Filtration, der Salzsiiure in Gegenwart 


von freier Schwefelsiure mit Silberoxyd, der Schwefelsiiure mit 
Baryumhydrat, wurde das von dem BasO, erhaltene Filtrat bei 
(0° C. bis zu 1 | eingeengt und als «LOsung M» benannt. Diese 
Lisung enthielt: 


Stickstoff 0).457 90 t97 g in 11] der Lésung 
Trockensubstanz 3,452 0 = 345 1 | 
Asche 01° I 4 
Organ. Substanz 3,35°%o = 33,5 1 | 


Mit den Losungen B und M wurden folgende Reaktionen 
iusgefiihrt. Da die Losung b eine grébere Menge organischer 
Substanz enthielt, als die LOsung M, so wurde die erstere., um 
einen gleichen Gehalt an organischer Substanz beider Losungen 
zu erreichen, mit einer entsprechenden Menge Wasser verdiinnt 


— Loésung BY‘. 


»/ 


LOsung B’% Losung M, 


Reagens: 10°%/oige wisserige Phosphorwolframsiéurelésung. 


5 cem der Lésung + 10 cem 5S cem der Loésung -+- 10 cem 
Wasser + 1 cem 20°) H,SO, + Wasser + 1 com 20°%o H,SO, 
2 com Reagens — es entsteht em 2 ccm Reagens — Spuren eines 
reichlicher Niederschlag. Niederschiages, welcher sich als 
harzige, dtinne Schicht am Boden 
ansammelt. 
Die Biuretreaktion. 
5 cem der Lésung -+-~ 1 cem 5 com der Loésung lL eccom 
U°o NaOH + 2 Tropfen 5% oCuSO, = 10°/o NaOH + 2 Tropfen 5° o Caso, 
rosenrote Firbung, welche beim — violettrote Farbung, welche be 
i berschufS von CuSO, in violett-  weiterem Zusatz von CuSO, in blaue 
c libergeht. Uubergeht. 


Milltons Reagens. 


Das Hinzufiigen einiger Tropfen Das Hinzutigen von einigen 
ens zu der LOsung verursacht Tropfen Reagens zu der Loésung 
n reichlichen Niederschlag, wel- verursacht eme Triibung; beim 
r beim Krwirmen eine ziegelrote = Kochen des Gemisches wird ein 
bung annimmt. geringer, ziegelroter Niederschlag 


sebildet. 


>i )* 
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Esbachs Reagens. 

Lhe Losung, ZU ole ly hen Teilen Die Losung, ZU gleichen Teilen 
mit dem Reagens gemischt, bildet mit dem Reagens gemischt. bleibt 
einen reichlichen, flockigen Nieder-  unveriindert. 
schlag 


)°olge wiisserige Sublimatlésung. 


Das tropfenweise Hinzufiigen Bei tropfenweisem Hinzufiigen 
des Reagens zu der Lésung ruft des Reagens zu der Lésung bleih! 
emen reichlichen, flockigen Nieder- letztere unveradndert. Durch Zusatz 
schlag hervor. von 10°%/o NaOH zu der Mischune 


entsteht ein geringer Niederschla: 
Rotes und blaues Lackmuspapier. 


Alkalische Reaktion. Schwach saure Reaktion. 
Die Loésung M. 


Ausscheidung der krystallisierbaren Produkte 
durch Einengen der Lésung. Ein Teil der Lésung M wurde. 
anfangs auf dem Dampfapparate, nachher im Vakuumexsikkator 
bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Nach Verlauf von einer Woche 
verwandelte sich die Lésung zu dicker Gallerte. Unter dem Mikro- 
skop bemerkte man eine Menge leucinéhnlicher Kugeln und aus 
feinen, diinnen Nadeln gebildete Biischel. Beim Losen des 
Niedersehlages in Wasser von 60° C. blieb ein Teil desselben 
ungelost. Er bestand aus tyrosinahnlichen Biindeln, war schwer 
in heijem Wasser léslich und gab eine sehr intensive Millonsche 
Reaktion. Weitere Untersuchung, wegen der geringen Menge 
des Restes, mufte unterbleiben. 

Ausscheidung der krystallisierbaren Produkte in 
Form ihrer Kupferverbindungen. 200 cem der Lésung M 
wurden bis ea. 50 eem eingeengt und nach dem beim Hiimoglobin 
beschriebenen Verfahren mit Kupferoxydhydrat im Uberschub be- 
handelt, vom letzteren heif abfiltriert und das Filtrat bei ca. 60°C. 
bis zur Hiilfte seines Volumens eingeengt. Am folgenden Tage 
fiel aus der Lésung ein krystallinischer Niederschlag aus, welche 
aus gesonderten und zu Biischeln vereinigten Nadeln und rad 
gestreiften Kugeln bestand. Nach Verlauf von zwei Tagen na! 
das Filtrat gallertartige Konsistenz an: es wurde mit kalten 
Wasser verdiinnt und filtriert, wobei der auf dem Filter ge- 
bliebene Niedersehlag mit kaltem Wasser mehrmals gewascli' 
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und in siedendem Wasser bis auf einen geringen Rest gelist 
und heif filtriert wurde. Aus dieser Lésung fiel ein krystalli- 
nischer Niederschlag aus, welcher aus einzelnen oder in Biischeln 
vereinigten Nadeln bestand. Der Niederschlag wurde auf dem 
Filter gesammelt, gewaschen und anfangs im Vakuumexsikkator, 
nachher bis zum konstanten Gewicht bei 110—115° C. ge- 
trocknet, wobei ein Gewichtsverlust zu verzeichnen war. Von 
der getrockneten Kupferverbindung wurden zur Analyse 2 Proben 
senommen, wobeli in der ersten Probe Stickstoff und Kupfer, 
in der zweiten Kupfer bestimmt wurde. 

1. Probe. 0.2692 g¢ der Substanz wurden in mit Schwefel- 
siure angesiiuertem Wasser gelOst und mit Schwefelwasserstoll 
yeysetzt. Nach dem Abfiltrieren und sorefiiltizem Auswaschen 
des Schwelelkupfers mit H,S-Wasser wurden die dabei er- 
haltenen Filtrate vereinigt, eingedampft und auf Stickstoff un- 


tersucht: 
Gefunden: 6.72% N. 


Das Filter mit dem Sehwefelkupferniederschlag wurde im 
Porzellantiegel gegliiht, in Salpetersiiture gelOst, die LOsung mit 
Wasser verdiinnt und beim Erwiirmen mit Natronlauge be- 
handelt. Das Kupferoxyd wurde abfiltriert, sorgfiltig mit Wasser 
rewaschen und nach dem Trocknen im Tiegel samt dem Filter 
relOst, wieder gegliiht 


or 


gegliht, der Riickstand in Salpetersiiure 
und gewogen: 
Gefunden: 28,4°/0 Cu. 
2. Probe. 0,0935 g Substanz in gleicher Weise behandelt 
Gefunden: 28,5°/o Cu 
Der geringen Menge der Kupferverbindung wegen mubte 
ich von dem Umkrystallisieren, sowie einer Kontrollanalyse 
derselben absehen. Um dieses zu erreichen, wurde von mir 
eine neue Menge der Kupferverbindung isoliert, zweimal aus 
heibem Wasser umkrystallisiert und bei 110—115° C.* bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. Es wurden aus der Substanz: 
a) Zur Stickstoffbestimmung 0.2495 g genommen. 
Gefunden: 6,65°%o N. 
b) Zur Bestimmung des Kupfers wurden 0,247 g Substanz 
verwandt, 
Gefunden: 30,1°0 Cu 

































Ed. Swirlowsky. 


Aus den eben angefiihrten analytischen Kesultaten des 
zweimal umkrystallisierten Kupfersalzes folgt, daB es das Kupfer- 
salz der Glutaminséure vorstellt, namlich: 
Gefunden: 301° Cu und 6,65°%o N 
Berechnet fiir CuC,H,NO,: 30,4°/0 >» 6.7% 

Es folgt hieraus, dab die Albumosen bei mehr oder weniger 
langandauernder Hydrolyse mit 0,5°/oiger Salzsiiure bei 36 bis 
38° C. einer tiefgreifenden Spaltung anheimfallen, wobei freie 
Monoaminosiiuren — wenigstens Glutaminsiiure und, aller Wahr- 
scheinlichkeit nach, Tyrosin — entstehen. 

Die Spaltung der Losung M mit 20°/oiger Schwefel- 
siiure wurde, wie es oben beschrieben, ausgefiihrt. Nach ge- 
wissen Zeitriiumen wurden der siedenden LOsung einzelne Proben 
entnommen, mit welchen die Biuretreaktion ausgefiihrt wurde. 
Dieser Versuch gab folgende Resultate: 

Die nach 
15 Minuten langem Sieden entnommene Probe gab deutliche Biuretreaktion 


50 > > > 
I stiindigem > sehr schwache 
2 > » Spuren einer 
3 » >» keine 


Nach Verlauf von 3 Stunden wurde das Sieden der 
Mischung unterbrochen und letztere nach dem Entfernen der 
Schwefelsiiure durch Baryum bis zur Sirupkonsistenz einge- 
dampft. Aus dieser LOsung schieden sich ausschlieBlich tyrosin- 
iihnliche Krystallbiindel aus, welche abfiltriert wurden und, in 
heiBem Wasser gelist, eine intensive Millonsche Reaktion 
gaben. Nach weiterem Einengen des Filtrates schieden sich 
hauptsiichlich leucinihnliche, homogene Kugeln und vereinzelte 
nadelformige Krystalle aus. 

Somit ist zu ersehen, dai die Lésung M, auBer den Mono- 
aminosiuren als solchen, Verbindungen resp. Kombinationen der 
Monoaminosiuren, welche sehr leicht durch 20°/oige siedende 
Schwefelsiiure in freie Monoaminosiiuren zerfallen, enthalt. 

Aus den Resultaten der oben angefiihrten Versuche tiber 
die andauernde Einwirkung von 0,5°/oiger Salzsiiure bei 36—38° C. 
auf die zu diesen Versuchen verwandten Eiweifstoffe muf man 
folgenden SchluB ziehen: 
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1. Bei der genannten Einwirkung der betreffenden Saure, 
unter Verhinderung von Fiiulnis und Ausschliebung von irgend- 
welchem proteolytischen Fermente, welches seine spezifische 
Wirkung in Gegenwart von Salzséure auf die Kiweiikorper aus- 
iiben kdnnte, erleiden die in Rede stehenden Eiweibkorper eine 
ebensolche hydrolytische Spaltung, wie sie in den Hauptzdgen 
bei der Hydrolyse mit Pepsin in Gegenwart von 0,5°/o0iger Salz- 
<iiure zu konstatieren ist. 

2. Die durch 0,5°/oige Salzsiiture hervorgerufene hydro- 
Ivtiseche Spaltung der Eiweibkoérper verliuft unvergleichlich 
rascher in dem Fall, wenn die Spaltung in Gegenwart von 
Pepsin vor sich geht. 

3. Besondere Aufmerksamkeit bei der besprochenen Ein- 
wirkung der 0.5°/oigen Salzsiiure verdient die Tatsache, dab 
bei der genannten Hydrolyse Verbindungen, bzw. Kombinationen 
der Monoaminosiiuren entstehen, welche durch Phosphorwolfram- 
siiure nicht, respektive sehr schwer gefallt und sehr leicht durch 
siedende 20°/oige Salz- oder Schwefelsiiure in freie Monoamino- 
siiuren gespalten werden. 

4. Die hydrolytische Wirkung der 0,5°/oigen Salzsaure 
ist ihrer Intensitét nach auf verschiedene Eiweibkorper ver- 
schieden: z. B. die oben besprochene, 150 Tage andauernde 
Hlydrolyse der Gelatine fiihrte zu keiner Bildung der freien 
\lonoaminoséuren, wihrend die Bildung solcher Séuren_ bei 
der Hydrolyse der tibrigen genannten Eiweiikérper zu konsta- 
lieren war. 

5). Das Austrocknen von Eiweifkérpern — wenigstens ist 
dieses bei den koagulierten Eiweifstoffen des Pferdeblutserums 
der Fall — fiihrt zur schnelleren Lésung derselben in 0,5°/oige 
Salzsiiure; ihre weitere Hydrolyse verliiuft quantitativ scheinbar 
nicht rascher, wie es bei den ungetrockneten koagulierten Ei- 
weibstoffen zu bemerken ist. 

6. Bei der peptischen Verdauung der Eiweifkorper in 
Gegenwart von Salzsiure erscheint letztere als selbstiindiges 
hydrolytisches Agens, wobei die hydrolytische Wirkung derselben 
in dem genannten fermentativen Prozef durch den Katalysator 

Ferment — beschleunigt wird. 







































Methodisches zur Ammoniakbestimmung in tierischen Geweben. 
Von 
Erich Grafe. 














des physiologischen Instituts zu Berlin, 


Der Redaktion zugegangen am 3. Juni 1906 


ror 


In den letzten Jahren sind die Methoden fiir Ammoniak- 
bestimmungen in tierischen Fliissigkeiten so vervollkommne! 
worden, dafi sie auf einfache und schnelle Weise sehr zuver- 
liissige Resultate lhefern, die nicht jedesmal von der angewandte 
Methode abhiingen, sondern absolute Giiltigkeit besitzen. Dies 
gilt vor allem fiir den Harn. Anders liegen die Verhiiltniss: 
bei den bisherigen Untersuchungen tiber den Ammoniakgeha!! 
von Organen, dessen genaue Feststellung fiir Stoffwechsel- 
untersuchungen von grofter Bedeutung ist. Je nach der Ar 
und Weise, wie dus Ammoniak ausgetrieben wurde, danderten 
sich die Werte, und die Ditferenzen zwischen den nach ver- 
schiedenen Methoden gewonnenen Resultaten sind zum Teil selu 
erheblich, ja ein und dieselbe Methode lefert in der Hand ver- 
schiedener Untersucher verschiedene Werte?!). 

Folin?) fand z. B. mit seiner Luftstrommethode in au- 
Hundelebern herausgeprebtem Organbrei 6,9 mg NH, auf 100 ccm. 
wiihrend nach der Methode von Nencki und Zaleski®) 23 me 
als Normalwert festgestellt wurde‘). Wenn diese beiden Zahilen 
sich auch nicht so genau, wie Folin es tut, miteinander ver- 
eleichen lassen, da 100 ccm ausgeprebter Leberbrei und 100 ¢ 


', Vgl. Biedl und Winterberg, Pfliigers Archiv, Bd. LXXXII!! 
S. 140 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. S. 166. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 193. 
*) Horodynski,Salaskinu. Zaleski, Diese Zeitschrift, Bd. XXX\ 






























’ } , . . *) 
Methodisches zur Ammoniakbestimmung in tierischen Geweben. 9301 





zerkleinerte Lebersubstanz nicht ein und dasselbe sind, so 
‘<t doch der gewaltige Unterschied in den Resultaten mit Sicherheit 
daraus zu entnehmen. 

Ubrigens ist der oben angeliihrte Wert von Folin meines 
Wissens die einzige Mitteilung, die dieser Autor iiber die An- 
wendung seiner Methode auf Organe in der Literatur gemacht 
hat. Tatsiichlich méchte ich es auch fur sehr zweifelhaft halten, 
ob es gelingt, aus einer festen Substanz mit einem Luftstrom 

es Ammoniak auszutreiben. Bei der Leber, die sich ver- 
hiiltnismébig gut zu einem brei pressen labt, mag es noch allen- 
ils gehn, fiir andere Organe, bei denen dies gar nicht oder 
nur auf sehr umstéandliche Weise moeglich ist, wird die Methode 
wahrseheinlich ganz versagen. Abgesehen von allem anderen 


teht ihrer allgemeinen Einftihrung auch der Umstand entgegen, 


f 


lai nur wenige Laboratorien tiber einen so starken Luftstrom. 
wie er hierfiir erforderlich ist, verfiigen. Ich habe mich daher 
mit dem von Folin angegebenen Verfahren nicht weiter befabt. 

Hbensowenig habe ich mit der alten SchlOsingschen Me- 
iode und deren Abinderungen Versuche angestellt, da sie fii 


den Harn wohl brauchbar ist, fir Ammoniakbestimmungen in 


» 
Qrganen sich aber als ganz untauglich erwiesen hat?). 

Die Methode, die sich fiir Ammoniakbestimmungen in zer- 
-etzlichen organischen Substanzen am meisten bewihrt, ist die 
Destillation im Vakuum. Zuerst von Boussignault?), spiiter 
unabhingig von diesem von Wurster?’) angegeben, ist sie von 
Neneki*) und seinen Schiilen vervollkommnet und ausgebildet 
worden und hat sehlieblich durch Kriiger und Reich®) eine 

2] j 
vor allem fiir Bestimmungen im Harn geeignete einfache Form 
a | ] 
ernaiten. 


Die Hauptschwierigkeit war die Wahl eines geeigneten 


Vgl. z. B. Nencki und Zaleski, Archiv f. experim. Pathologi 
Pharmakologie, Bd. XXXVI. S. 385. 

Memoires de chimie agricole, S. 291: Annales de chimie et de 
jue, Bd. XXIX, S. 479, zitiert nach Folin a. a. O 

Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschaft von 1889, S. 1903 

 . 


*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 8S. 163. 
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Mittels, das alles Ammoniak in Freiheit setzt, aber nur so weit, 
als es tatsachlich von Anfang an in dem zu untersuchenden 
Stoffe vorhanden ist. Fiir den Harn und andere tierische Fliissig- 
keiten, zum Teil vielleicht auch fiir das Blut, sind diese Hinder- 
nisse beseitigt, und es fiihren hier die verschiedensten Wege 
zum gleichen Ziel. Fiir die Organe JaBt sich das nicht be- 
haupten. Die Griinde fiir die groBben Schwierigkeiten, mit denen 
Ammoniakbestimmungen hier zu kiimpfen haben, liegen auf der 
Hand. Einmal ist aus einer Lésung ein Stoff viel leichter voll- 
stiindig auszuatreiben wie aus einem Organbrei, dessen Her- 
stellung allein manchmal schon sehr umstindlich ist: zweitens 
befinden sich in den Geweben frisch getdteter Tiere viele 
labile Stoffe, die leicht Ammoniak abspalten, was_ natiirlich 
unbedingt vermieden werden soll. 

Nach dem Vorgang von Schloésing benutzten Nencki 
und Zaleski!) zundchst Kalkmilch, bzw. Kalkwasser. Spiiter?) 
iiberzeugten sie sich im Anschlub an eine Mitteilung von Bied| 
und Winterberg, dab «die entwickelte Ammoniakmenge direkt 
im Verhiltnis zu der Menge des zugesetzten Kalkwassers steht», 
da also eine Zersetzung hervorgerufen wird. Wahrend Bied| 
und Winterberg in ihren Arbeiten?) weiter Kalkmilch in genau 
ausprobierten Mengen verwandten, nahmen die Petersburger 
Forscher von nun an eine 2°/oige Emulsion von MgO als Zu- 
satz‘), nachdem sie gefunden hatten, daf hier ein Uberschui 
keinen sehr grofen Unterschied macht. Nach dieser Methode 
sind dann alle die folgenden zahlreichen Ammoniakbestimmungen 
im Petersburger Laboratorium ausgeftihrt worden. 

Wiihrend die Kontrollproben, die Nencki und Zalesk1 
mit der Magnesiaemulsion beim Blut anstellten, gute Uberein- 
stimmungen ergaben, z. B. 1,81, 1,85 und 1,91 mg NH, auf je 
100 cem desselben Blutes, zeigten sich bei den Bestimmungen 
in Organen sehr grofe Differenzen. Mit Recht sahen die beiden 


') Archiv f. experim. Pathologie und Pharmakologie, Bd. XXXVI. 
>. 360. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 193. 
*) Vgl. z. B. Pfliigers Archiv, Bd. LXXXIII, S. 140. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 193. 
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russischen Forscher die Ursache dafiir «in dem nicht vollstiindigen 
Findringen der Magnesia in das zerkleinerte Gewebe» und suchten 
liese sehr erhebliche Fehlerquelle (bis zu 4 ecm '!!20-Normal- 
lauge auf 100 g Substanz Unterschied zwischen 2 Parallel- 
bestimmungen) dadurch auszuschalten, daf sie in der Zerkleine- 
rung der Gewebe noch weiter gingen. Sie erhielten jedoch 
auch so immer noch einen Unterschied von 1—2 ecm ! zo-Normal- 
kalilauge, d. h. 0,852—1,704 mg NH, auf 50 g Gewebe. Diese 
lifferenz ist sehr erheblich. Der mittlere Fehler!) wiirde sich 
danach fiir den in der Arbeit von Horodynski, Salaskin und 
Zaleski?) angegebenen Mittelwert von 23,27 mg pro 100g Leber- 
substanz normaler Hunde zu 3,66—7,32°/o fiir den entsprechenden 
Mittelwert fiir die Muskulatur von 12.94 mg zu 6,58—13,16 °/o 
berechnen. Bei den in einer Tabelle der eben erwiihnten Arbeit 
aus dem Petersburger Laboratorium mitgeteilten Parallelbestim- 
mungen betragt er fiir die Leber 4,42 °/o, fiir die Muskeln 6,43 °/0, 
in einem Falle erreichte er sogar die Héhe von 9,65°/o. An- 
gesichts solcher Zahlen kann ich nicht recht verstehen, wie 
die zuletzt genannten Autoren der von ihnen angewandten Me- 
thode nachriihmen kénnen, dab sie «nicht nur iiber den relativen, 
-ondern auch tiber den absoluten Ammoniakgehalt Aufschlub» gibt. 

Folin’) fand bei der Nachpriifung der Nenckischen Me- 
thode bei der Nachdestillation des Blutes noch neue betriichtliche 
Ammoniakmengen, sodafB man an eine sekundiére Abspaltung 
uus Substanzen, in denen es nicht vorgebildet war, denken 
muBh4). Auch aus theoretischen Erwagungen heraus hat er 
starke Bedenken gegen die absolute Zuverliissigkeit der Methode. 

Angesichts dieser Tatsachen erscheint der Versuch, ein 
Verfahren auszuarbeiten, das auf einfache Weise genauere Resul- 
tate liefert, wohl berechtigt. 

') Unter dem mittleren Fehler von 2 oder mehreren Parallel- 
bestimmungen verstehe ich hier in Ubereinstimmung mit Nencki und 
Zaleski (Archiv f. experim. Pathologie und Pharmakologie, Bd. XXXVI, 
>. 589) die Differenz zwiscnen den Einzelwerten und dem arithmetischen 
Mittel aus ihnen, bezogen auf 100 mg NH,. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 249. 
7? § 2: 
*) Ahnliches gibt auch Hart (Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 354) an. 
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Es handelt sich darum, ein Mittel zu finden, das alles 
Ammoniak austreibt, aber keine Zersetzung hervorrutt. Um 





ein volliges Eindringen in den Gewebebrei zu ermoéglichen und 
so den einen Hauptfehler der Destillation mit MgO zu vermeiden, 
konnte nur eine in Wasser leicht l6sliche Substanz genommen 
werden. Nur einmal habe ich es auf die Empfehlung von Hart! 
hin mit einem in Wasser unloslichen Salz, dem BaCO,, versucht, 
mufte aber wegen der abnorm niedrigen Werte, die ich erhielt, 
sogleich von seiner Anwendung Abstand nehmen. 

bet der Durchsicht der Mitteilungen iiber die bisher sehon 
von den verschiedensten Autoren fiir diesen Zweck benutzten 
Substanzen erschien die Anwendung des zuerst von Folin 
empfohlenen Na,CO, -- NaCl am = aussichtsreichsten, deun es 
enthilt, wie Folin mit Recht betont, keine Hydroxylionen, aut 
deren Wirksamkeit die Zersetzung organischer Korper berulit 
Kr wandte es bel seinem Luftstromverfahren an. Spiter be- 
nutzte es Schittenhelm?) zum erstenmal fir die Vakuun- 
destillation des Ammoniaks und zwar bei Faeces und tierischen 
Fliissigkeiten. Er erhielt damit sehr gute Resultate. Vor allem 
schien hier eine sekundiire Zersetzung, die er in den Faeces 
bei Anwendung von Kalkmilch bekam, ausgeschlossen. 

Kiner guligen Anregung von Herrn Professor Thierfelde: 
folgend, ging ich nun daran, die Anwendbarkeit des Vakuuin- 
verfahrens unter Benutzung von Soda und Kochsalz auf Organe 
zu prifen. 

Den Destillationsapparat, mit dem ich die im_ folgenden 
mitgeteilten Versuche anstellte, setzte ich in der Hauptsaclie 
in der vereinfachten Form, wie sie von Kriiger und Reich’ 
fiir bestimmungen des Ammoniaks im Harn angegeben wurde, 
zusammen. Der Kirze halber verweise ich beztiglich der naheren 
Beschreibung auf diese Arbeit. Um den Apparat auch ftir meine 
Zwecke, d. h. vor allem fiir eine liingere Versuchsdauer brauchbu! 
zu machen, mubte ich einige unwesentliche Verinderungen daran 
vornehmen. Da mir viel darauf ankam, zur Priifung der Method 

Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 353. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 8. 73. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 8S. 165. Die erste Mitteilung darul» 


erfolgte in der Dissertation von Reich. Breslau. 1902. 
> 
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Parallelbestimmungen unter gleichen Bedingungen anzustellen, 
baute ich 2 oder 3 Apparate nebeneinander auf und schlob sie 
an dieselbe Wasserstrahlluftpumpe an. Bei gut schliebenden 
Hiihnen und Stopfen, die am besten mit neutral reagierendem 
‘liissigen Paraffin abgedichtet werden, gelingt es ohne weiteres, 
in den 3 Apparaten ein Vakuum von durchschnittlich 20 mm 
He zu erreichen. Die Peligotsechen Kohren, die ich verwandte, 
hatten eine Héhe von 26 cm und fafbten bis zum Oberrand der 
heiden oberen Kugeln ca. 450 cem Fliissigkeit. Auberdem emp- 
liehlt es sich, sie schriig aufzustellen, und zwar so, dab die 
der Wasserstrahlpumpe zugekehrte Hiilfte erhOht ist. So ver- 
meidet man am besten bei sehr lebhafter Destillation ein zu 
-tarkes Hinaufschiiumen in diesen Schenkel und eine Beriihrung 
der Fliissigkeit mit dem Gummistopfen, der unter Umstiinden 
eine Spur alkalischer Reaktion zeigen kann. Den Quetschhahn q, 
ersetzte ich durch einen Schraubenquetschhahn, q, durch einen 
Scheidetrichter, wie ihn auch Nencki und Zaleski an ihrem 
Apparat angebracht hatten. 

Die 3 Peligotschen Réhren werden in einen grofen Topf 
vestellt, der mit Eis oder mit einer Kiiltemischung gefiillt wird. 
Die Destillationsrundkolben, zu denen sich am besten 1 oder 2 | 
fassende Kolben aus Jenaer Glas mit sehr langem Hals eignen, 
werden in eine groBe Wanne mit Wasser gesetzt. Es ist 
deshalb zweckmiabig, modglichst viel Wasser zu nehmen, weil 
so die Temperatur sich leichter konstant erhalten labt, und man 
dann den ganzen Apparat stundenlang sich selbst iiberlassen kann. 

Will man Kontrollproben bei verschiedener ‘Temperatur 
inter sonst gleichen Bedingungen anstellen, so wird ein Kolben 
‘ir sich in ein zweites Wasserbad gesetzt. 

Meine Versuche begann ich mit der Priifung der Leistungs- 
‘ihigkeit von Soda und Kochsalz fiir die Austreibung des Am- 

ionlaks aus einer bekannten Menge eines Ammoniumsalzes. 
‘iir die Luftstrommethode war sie schon von Folin!) festgestellt. 
Ich fand, daB aus einer LOsung von bekanntem Gehalt 
NH,Cl alles Ammoniak bei Zusatz von Soda und Kochsalz 
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im Vakuum ausgetrieben, und dab aus zugesetztem W itt e-Pepton 
oder Hihnereiweif kein Ammoniak abgespalten wird. 

Zum bBeleg mag folgender Versuch mitgeteilt werden, in 
dem ganz besonders grofe Mengen Alkali genommen waren. 

0.2173 g NH,Cl wurden destilliert mit 100 ccm konzen- 
trierter Sodalosung —- 100 cem konzentrierter Kochsalzlésung 
+- 75 ccm 96°/oigem Alkohol -+- 25 ccm einer 10°%/oigen Losung 
von Hiihnereiweil}. Die Temperatur betrug 57°. Das Ergebnis 


war folgendes: 











_— Menge 10-NH, Gesaimtgehalt an NH, 
der Destillation in cem in °/o 
Nach 3 Stunden 10.3 99.19 

{ 0.2 0.49 

i) 0.05 0.14 

5) Q.00 QO.00) 
Nach 6 Stunden Summa 40.55 cem 99 82 


= 69,10 mg NH, 
Ks enthalten 0,2173 g NH,Cl 69,24 mg NH, 
Differenz = — 012 >» » 
Gefunden wurden also 99,82°/o der vorhandenen Menge. 

Dies Ergebnis beweist zur Geniige, dab auch bei starkster 
Konzentration des angewandten Alkalis keine Spur von Zer- 
setzung des Kiweibes bei 37° eintritt. Allerdings ist, um alles 
Ammoniak zu erhalten, eine Destillationsdauer von 4—5 Stunden 
notwendig. 

Durch vielfache Variationen der einzelnen mabgebende 
Faktoren, der Temperatur sowie der Art und Menge des Zu- 
satzes, versuehte ich dann weiter die giinstigsten Verhaltniss: 
fiir eine moégliehst schnelle und vollkommene Austreibung de- 
Ammoniaks herauszubekommen. 

Als das Zweckmiibigste cergab sich mir schlieBlich de: 
Zusatz von 50 cem kaltgesittigter Sodalésung, 100 ccm kall- 
gesiittigter Kochsalzlésung und 100 com Aqua destillata zu ci 
DO ¢ Organsubstanz und die Anwendung einer Temperatur you 


hochstens 37—38°. In den meisten Fallen kommt man auc! 
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mit einem Zusatz von nur 25 cem Sodaliésung aus (vgl. z. b. 
die Ammoniakbestimmung in der Leber auf S. 309). Jedoch 
seht man, besonders wenn es sich um schwer zu zerkleinernde 
Qrgane handelt, sicherer, wenn man die doppelte Menge nimmt. 

Im einzelnen gestaltet sich die Methode dann folgender- 
maben: 

Die Organe werden unmittelbar nach dem Tode des Tieres, 
das man moglichst ausbluten Jat, entnommen und sofort ver- 
arbeitet. bei der Leber ist das unbedingt notwendig, andere 
weniger leicht zersetzliche Gewebe kann man nach dem Vor- 
sange von Nencki und Zaleski!) mit Salicylsaure bestreuen 
ind 24 Stunden ohne nachweisbaren Fehler auf Kis aufheben. 

Nachdem die Organe von Hiiuten und gréberen Gefiaiben 
befreit sind, werden sie durch eine sehr feine Fleischhack- 
maschine oder, wo es wie bei der Leber geht, am besten durch 
ein Sieb zerrieben und zerkleinert. 

Man nimmt dann 2 oder 3 Proben von ca. 50 g, die 
auf OJ genau abgewogen werden, und spilt jede mit LOO ccm 
konzentrierter Kochsalzlésung, 50 cem Alkohol und 100 ccm 
Aq. destillata in den Destillationskolben. Zuletzt werden 50 cem 
gesittigte Sodalésung zugefiigt. Selbstverstandlich muf man sich 
vorher davon tiberzeugen, dab simtliche zugesetzte Fliissigkeiten 
keine Spur Ammoniak enthalten. Nachdem die Kolben dem Appa- 
rat luftdicht angeschlossen und die Peligotschen Rohren mit 
10 com 3/10-Normalschwefelsiure und ebensoviel destilliertem 
\Wasser beschickt sind, werden die Flammen unter dem Wasser- 
bad angesteckt. Gleichzeitig wird evakuiert und der Topf mit 
den Peligotschen Rohren mit Eis oder einer Kiltemischung 
gelullt. Bei einem Vakuum von 20 mm Hg beginnt schon nach 
einer Viertelstunde, wenn das Thermometer des Wasserbades 
29—28° zeigt, der Kolbeninhalt zu sieden. Es ist ratsam, in 

ersten 3 Stunden nicht viel iiber diese Temperatur hinaus- 
ein, da bei hGheren Graden leicht Organteile, die noch nicht 
Janz mit der alkalischen Fliissigkeit durchtriinkt sind, an die 
venwand spritzen und dann unter Umstiinden nicht ihr ganzes 
mnomak hergeben konnen. Spiiter, wenn die Temperatur aut 
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36—379 erhoht wird, und die Fliissigkeit tiberall vollig ejn- 
cedrungen ist. fallt diese Gefahr fort. Sollte im Anfange trot, 
des Alkoholzusatzes, den zuerst Kriiger und Reich,.!) dany 
unabhiingig von ihnen, Folin und Shaffer?) empfohlen haben. 
Schiiumen eintreten, so kann man durch Verstellen des Quetsch- 
hahns q, die Sehnelligkeit des Evakuierens ftir den einzelnen 
Apparat regulieren. Ist einmal der Apparat in Gang gebracht und 
die Temperatur konstant geworden, was bei einiger Ubung alles 
in allem 20—30 Minuten dauert, so kann man die Dest\!- 
lation sich selbst Uberlassen, nur nach etwa 5 Stunden mut 
man die Temperatur des Wasserbades auf 36-—37° steiger 
Nach 6—7 Stunden, gerechnet vom Beginne des Siedens an, 
ist die Ammoniakaustreibung beendet, da, wie ich mich iiber- 
zeugt habe, dann eine 1stiindige Nachdestillation O,00 oder 
hdchstens noch 0,05 cem !/10-NH, ergibt. Die Abstellung 


j 


Apparats geschieht in der von Kriiger und Reich angege- 
benen Art. 

Bei der Titration des Inhaltes der Peligotschen Rohren 
mit 1/:0-Normalnatronlauge benutzte ich als Indikator das schon 
von Nencki und Zaleski empfohlene Lacmoid-Malachitgriin 
Ks zeigt bei so groben Fliissigkeitsmengen (200—250) con 
von den mir bekannten Indikatoren am besten den Endpunk' 
der ‘Titration an. Kochen des Destillates vor der Titrierung zu! 
Kntfernung etwa vorhandener Kohlensaéure erwies sich als un- 
notig, da vergleichende Bestimmungen ergaben, dab bei der 
Titration von gekochtem und ungekochtem Destillat identisc! 
Resultate erhalten wurden. Nur bei einigen Versuchen 
Markthallenlebern zeigte sich ein Unterschied in dem Sinn 
dai das gekochte Destillat 3—5°/o 1/10-Normallauge wenige! 
verbrauchte. Vermutlich handelt es sich in diesen bali 
um eine dureh Bakterienwirkung entstandene labile Substiasz 
die beim Kochen Ammoniak abspaitet. Eine ebenfalls | 
Koehen ammoniakabspaltende Substanz beobachtete Folin 
der Vorlage, als er Harn und Blut seinem Luftstromvertfal:: 


unterwarf. 


} ‘ 
i ( 


American Journal of physiology. Bd. VII. S. 330. 1903 
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Mit der eben beschriebenen Methode habe ich besonders 
'ebern und Muskeln bei Kaninchen untersucht. Die ersteren 
yoane sind wegen ihrer leichten Zersetzlichkeit gute Priif- 
reine darauf, ob bei der Destillation mit Na,CO, und NaCl 
cine sekundére Ammoniakabspaltung eintritt; die Muskeln bieten 
adurech besondere Schwierigkeiten, dab sie sich sechwer sehr 
fein zerkleinern lassen, und infolgedessen die Gefahr besteht, 

sie nicht alles Ammoniak hergeben. Von der Untersuchung 
nderer Organe beim Kaninchen mubte ich absehen, weil wegen 
rer Kieinheit keine Kontrollproben moglich waren. 

Zum Belege fiir die Leistungsfihigkeit der Methode teile 
4; nun aus meinen Versuchsprotokollen einige Paare von 
Parallelbestimmungen mit. Von den 5 bei den Lebern ver- 

hiedener Tiere vorgenommenen Destillationen setze ich das 
-te und das sehlechteste Ergebnis hierher. 








CCH 
ccm n Cc mY Mittle 
_ 110- : ‘ ' 
Druck Tem-  njyo- Nio-NH, NH 
2 : NH, nach | auf Hiffe. ret 
ZAusatz mm  pera- NH, nach ' 7 
* \W Istiind LOO y Tq) kK ley 
‘ Cl- ‘ : | 
He fut aed Nach- Sub- 
5 , }teren : 
Oo etG.la destillat. stanz in 
sStd 
25cem konz. Die 
Sodaljsung ersten 
100 cem 3Std 
KC} Poch- YS fy] . - 
' On AK Cf) 2) — > 13 0.5 O05 4 06 
SaiZlosSung oa. 
hOO cem dann 
Hoo yYeccey 3) bis 
A oho / , 
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tate angefuhrt: 
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Als Beispiele fiir die Ammoniakbestimmung in der M 
kulatur, die ich bei 17 Tieren vornahm, seien folgende Resul- 
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me 














ecm ecm HH Diffe Mit 
Druck Tem- 1 to- NH 1 wo-NH. : 3 
, nach : nach : _ ren 
Menge Zusatz him pera- i#a oy Fanzen 
, 7 Stund. Istiind. af inmg FF 
‘ 2 i 
Hy tu Destil- Nach- 10) 
lation destill. ; 74 NI, 
Subst. 
SW) ce mM kon 1) 
Sodalosung . 
his 100) Cc ersten 
: konz. Koch- , Stund . ; 
sg | ee Hy? 4 5.0 0.00 14.22 
Salzlosung IDR? 
Hd) yycem dann 
ae ee 
Alkohol IO 
- ().23 ()S] 
54,2 2() AbD O00 13.99 
AGB S88 2() (ie - 1745 
Y.20 ' U.oe 
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72.8 20) 6.85 _— 16.03 
0.23 07 
7.1 YI) y4bD 16.26 
61,7 2) 6.1 [6.85 
22 O65 
63.4 2() 6.35 — 17.07 


eben 


waren folgende: 


Die Milz untersuchte ich nur einmal. und zwar bei eine 
vetdteten Pferd. Die Resultate der 3 Paralleldestillation: 
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Auf andere Organe wie die ebengenannten habe ich die 
Methode nicht angewandt, aber ich bin tiberzeugt, dal sie auch 
da zu iihnlich guten und genauen Resultaten fiihrt. 

Um fiir alle Bestimmungen annihernd gleiche Verhiiltnisse 
zu schaffen, wurden die Tiere siimtlich niichtern, etwa 12 Stunden 
nach der letzten Mahlzeit getétet. Infolgedessen erhielt ich fiir 
die Organe der 20 untersuchten Tiere Werte, die nur wenig 
yon einander abweichen. Der Gehalt der verschiedenen Kanin- 
chenlebern schwankte zwischen 7,63 und 9,90 mg NH, pro 100 ¢g 
Qrganmenge als iubersten Werten und betrug im Mittel 8.52 mg 
NH. Die Werte, die ich fiir die Muskulatur erhielt, bewegten 
sich zwischen 13,99 und 17,46 mg NH, ftir 100 g Muskelsubstanz, 
las Mittel war 15,75 mg. 

Um iiber die Exaktheit der Methode an und fiir sich und 

Verhaltnis zu anderen ein sicheres Urteil zu gewinnen, 

raufes in erster Linie hier ankommt, mufs man den mittleren 
Fehler der Parallelbestimmungen berechnen. 

Dieser betriigt in meinen Versuchen fiir die Leber 0,87") 9, 

die Muskeln O,85°,o. Dab er im letzteren Falle trotz der 

froben Schwierigkeiten, die die schwer zu zerkleinernden Muskeln 
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der Destillation bereiten, noch etwas geringer ist wie in de) 
Leber, hat darin seinen Grund, dafi die bei der Destillations- 
methode unvermeidlichen Fehlerquellen durch Auswaschey. 
Titrieren usw. stets dieselben bleiben, aber je nach der Menve 
des gefundenen Ammoniaks verschieden stark in die Erscheinuno 
treten: je kleiner die Mengen, desto schwerer fallen die Feh|e 
ins Gewicht. Wenn man bedenkt, dab eine Fehlerquelle allei) 
z. Bb. ein Tropfen bei der Titration zu viel oder zu wenig e- 
braucht. fiir den Mittelwert der Leber schon einen mittlerey 
Fehler von 0O,11°,0, fiir die Muskulatur von 0,06°/o bedingt, sv 
wird man bei Substanzen, die nur 0,0001—0,0002 °o NH, ent- 
halten. eine gréfere Genauigkeit wie die von 0,99/o mittlerem 
Fehler der Bestimmungen untereinander kaum verlangen kinne: 

Stellt man den eben mitgeteilten Zahlen die mittleren 
Fehler der nach der Neneki-Zaleskischen Methode aus: 
fiihrten Bestimmungen — andere Verfahren kommen hier nicht in 
Betracht — gegentiber, so ist der Unterschied in der Genauigkei! 
auberordentlich grob. Wiihrend der mittlere Fehler mein 
Resultate bei der Leber im Durchschnitt 0,87°/o betriigt, er- 
reicht er bei der im Petersburger Laboratorium geiibten Methode. 
wie oben ausgefiihrt, die Hohe von 4,42°/o0, fiir die Muskulatu 
sovar 6.43°/o gegentiber O.85°/o mittlerem Fehler meiner be- 
stimmungen in diesen Organen. Die von mir beschrieben: 
Methode ist also der bisher geiibten um das 5—6 fache an 
Genauigkeit tiberlegen. 

lm die Destillation mit Magnesia beurteilen zu kOnnen. 
habe ich in vielen Fiillen eine dritte Parallelprobe nach d 
Angaben der beiden russischen Forscher behandelt und beka: 
dabei fiir die Leber Mengen, die zwischen 9.63 und 12.30 mg NI! 
lagen, also grober waren, wie bei Anwendung von Soda und Koch- 
salz. Jedoch gelang es mir hier-nur in einem Falle, bei der Na 
destillation, die in der siebten Stunde fiir die mit der Soda- 
und Kochsalzlésung behandelten Parallelproben 0,00 oder hoch- 
stens O05 ccm 4/10-Normal-NH, ergab, einen Wert zu erzic!: 
der unter 0.1 lag, sodaBb ich die Angabe Folins, dab bei A 
wendung von MgQ immer wieder geringe, neue Mengen 
Ammoniak auftreten, vollauf bestiitigen kann. 
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Folgendes Beispiel mag das verdeutlichen, es handelt sich 
um zwei gleichzeitig ausgefiihrte Bestimmungen : 
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Die Hauptursache fiir die héheren Werte bei Anwendung 
von MgO ist wohl hier héchstwahrsecbeinlich eine sekundiire 
\mmoniakabspaltung aus den sehr labilen, N-haltigen Verbin- 
lungen der Leber. Da solche Zersetzungen aber unkontrollier- 
bar sind, ist es nicht zu verwundern, wenn dann die Unter- 
schiede zwischen den Kontrollproben so grof ausfallen. 

Vergleichsbestimmungen mit der Magnesiaemulsion in der 
Muskulatur ergaben einen sehr unregelmiibigen Gehalt an Am- 
moniak, meist einen niedrigeren wie bei Anwendung von Soda 
ind Kochsalz. Die iiuBbersten Grenzen lagen bet 10,28 und 
17.68 mg NH,, der Mittelwert bei 14,01. Auch hier entwickelte 
ie Nachdestillation manchmal noch Spuren von Ammoniak, 
wo in den Parallelbestimmungen mit der Soda-Kochsalzlésung 

ns mehr nachweisbar war. Der Grund fiir die unregel- 
mibigen und abgesehen von dem einen Wert von 17.68 stets 
nedrigeren Zahlen und die grofen Differenzen zwischen den 
Parallelbestimmungen ist, wie Nencki und Zaleski schon selbst 
vermuteten, wohl hauptsichlich das ungleiche und oft unvyoll- 
stundige Eindringen der Magnesiaemulsion in die Muskelteilchen. 
Werden Partikel bei Beginn der Destillation iiber das Niveau 
er Fliissigkeit hinausgeschleudert, was sich oft nicht vermeiden 
und bleiben sie dann an der Wand des Kolbens kleben, so 
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trocknen sie dort sehr schnell ein und sind bedeckt mit einer 
Kruste von MgO. Ihr Ammoniak entzieht sich natiirlich der 
Bestimmung. Ich habe diese Beobachtung wiederholt gemacht. 

Angesichts dieser groben Ungenauigkeit bei der Destillation 
mit Magnesia ist man wohl berechtigt, dieser Methode die Fiihig- 
keit, absolute Werte fiir den Ammoniakgehalt in Organen zu 
liefern, wie Horodynski, Salaskin und Zaleski sie ihr zu- 
trauen, abzusprechen. Inwieweit dadurch die relative Giiltigkeit 
der mit ihr gewonnenen Resultate beriihrt wird, vermag ich 
nicht zu entscheiden. 

Jedenfalls aber erscheint es nicht aussichtslos, mit de 
vorher mitgeteilten, auferordentlich einfachen und exakten Me- 
thode noch einmal nachzupriifen, ob die mit den friiheren 
weniger genauen Verfahren gewonnenen Anschauungen_ iiber 
manche wichtige Frage des Stoffwechsels zu Recht bestehen 

Zum Schluf erlaube ich mir, meinem hochverehrten Ab- 
teilungschef, Herrn Professor Thierfelder, fiir die giitige An- 
regung zur vorliegenden Arbeit und die mir gewahrte freund- 
liche Unterstiitzung bei ihrer Ausfiihrung aufrichtigen Dank zu 


sagen. 





Zur Kenntnis der aktiven Substanz des Milzbrandserums. 
Von 
Alberto Ascoli. 


(Aus dem Serotherapeutischen Institut in Mailand.) 


Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1906.) 


Unsere Kenntnisse tiber die immunisierende Substanz des 
Milzbrandserums sind ziemlich diirftig, Sobernheim') meint, 
dab es sich um einen sehr widerstandsfihigen Antikorper han- 
deln miisse, denn derselbe behalt beim Erwiirmen auf 60-——70° 
-eine Wirksamkeit bei und biiBt dieselbe nicht einmal im Laufe 
der Jahre betrichtlich ein, selbst wenn man auch bei der Kon- 
servierung jene Vorsichtsmabregeln aufer acht lift, welche, 
wie Schutz vor Luft und Licht und die niedere Temperatur, 
die Haltbarkeit der Sera zu begiinstigen scheinen. Wenn man 
das Serum gefrieren und wiederauftauen Jat, so scheint sein 
Wert abzunehmen und in demselben Sinne soll nach Sobern- 
heim auch die Filtrierung durch Kerzen wirken. Ottolenghi?) 
suchte, unter Herbeiziehung der genialen Ehrlichschen An- 
schauungen tiber die Himolysine, festzustellen, ob die bakteri- 
zide Substanz des Milzbrandserums aus einem thermolabilen 
Anteile (Alexin Komplement) und einem thermostabilen (Ambo- 
zeptor) zusammengesetzt sei. Obwohl seine Versuche keine 
sicheren Schliisse zulassen, so sprechen dieselben doch gegen 
die Auffassung, dafi die Immunsubstanzen des Milzbrandserums 
eine ahniiche Struktur besitzen mdgen wie andere bakterizide 


1) Sobernheim, Uber das Milzbrandserum und seine praktische 
Anwendung, Deutsche med. Wochenschrift. 1904, Nr. 26. 

*) Ottolenghi, Sul carbonchio sperimentale nelle cavie e sul 
valore protettivo del Siero Sclavo contro tale infezione. Atti R. Accad. 
Fisiocr., S. 1V, Vol. XIV. 
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und himolytische Sera. In der Tat gelang es auch Sobern- 
heim!) ber seinen Versuchen, das Pfeiffersche Phinome 
durch Einspritzung von Milzbrandserum und bacillengemische 
ins Peritoneum bet Kaninehen und Meerschweinchen heryor- 
zurufen, nicht, eine Versehiedenheit zwischen spezifischem und 
nichtspezifischem Serum nachzuweisen noch insbesondere ein 
ausgesprochenere Bakteriolyse unter dem Einflusse des Milz- 
brandserums zu beobachten. Bemerkenswert ist es, dab nach den 
Erfahrungen von Sobernheim?) kein Parallelismus zwische: 
Immunisierender und agglutinierender Wirkung des Milzbrand 
serums besteht, wahrend Carini*) fand, dai unter bestimmten 
Hedingungen Sera, welche etwa  denselben [mmunisierungs 
wert besitzen, auch ungeliihr dasselbe Agglutinationsvermoge! 
aufweisen. Nach Sobernheim®*) unterscheidet sich die bakte 
rizide Wirkung des Milzbrandserums nicht von jener des Nor- 
malserums, nach Ottolenghi®) soll hingegen die Bakterizidic 
des normalen Eselsserums weniger ausgesprochen und prompt 
sein als beim Immunserum, bel beiden Serumarten durch ein- 
stiindiges Erwarmen auf 57—)8° zerstOrt und durch Zusatz 
normalen Serums wiederhergestellt werden. Das bakterizide 
Vermogen des Milzbrandserums, welches Ottolenghi auf di 
kombinierte Wirkung des spezifischen Ambozeptors und des rr 
Alexins zuriickfiihrt, soll weder durch Atherzusatz noch dure 

Altern oder Filtrierung durch Berkefeldsche Kkerzen verlore 


6 


gehen. Unlangst fand Cler,®) nach der Methode der Kompk 


mentabsorption von Bordet arbeitend, im Milzbrandserum spe- 
azifische Ambozeptoren fiir Anthrax, die er im Normalserum de 
Serumtiere vermibte. 


') Sobernheim, Weitere Untersuchungen iiber Milzbrandimmuniti! 
Zeitschr. f. Hyg., Bd. XXXI, S. 117. 
Sobernheim, |. ¢. und Deutsche med. Wochenschr., 1904, Nr. 41 
Carini, Uber die Agglutination des Milzbrandbacillus, Deutsc] 
med. Wochenschr., 1904, Nr. 33 
sk 2. 
Ottolenghi, Sopra alcune proprieta del siero anticarbonchios 
Atti R. Accad. Fisioer., 1904, Sitzung vom 26. Miz. 
*) Cler, Intorno a qualche proprieta del siero anticarbonchios: 
Anno 68, 1905, Nr. d— 


Giornale R. Accad. di Medic. di Torino. 
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Wenn man demnach berechtigt ist, unsere chemischen 
Kenntnisse tiber die wirksame Substanz des Milzbrandserums 
- recht diirftige zu bezeichnen, so sind die Ergebnisse, welche 
| Erforschung ihrer Struktur nach den Ehrlichschen Hypo- 
thesen erzielt wurden, erst recht ungenau, wenn nicht geradezu 
einander widersprechend. 

Ks wollte mir scheinen, als ob die Unsicherheit der 

-her erzielten Ergebnisse in erster Linie von den Schwierig- 

ten abhing, denen bisher eine exakte Bestimmung der Immun- 

bstanz begegnete: nachdem es mir unliingst gegliickt war. 
cine Wertbestimmungsmethode des Milzbrandserums auszuar- 
beiten,?) konnte ich nunmehr an die LoOsung einiger Fragen 

hreiten, deren Studium ich schon vor tiber drei Jahren be- 
connen hatte. 

Solange in der Tat der Zweifel zu Reeht besteht, dab 

eventuelle Agglutinationsvermogen und etwaige bakterizide 
Kigensehaften des Milzbrandserums von der Immunwirkung un- 
ubhingig einfach neben derselben im Serum existieren konnen, 
infte nur das direkte Studium letzterer imstande sel, uns 
ber die aktive Substanz des Milzbrandserums aufzukliren. Um 
Frage in Angrilf zu nehmen, ob die Immunsubstanz zur 
Gruppe der Ambozeptoren im Sinne Ehrlichs gehort, mubte 
lerst. bestimmt werden, ob die Immunsubstanz durch Tou- 
fer hindurchgeht, umsomehr als nach Sobernheim durch die 
Filtration der Wert des Serums herabgesetzt werden soll, 

In einer ersten Versuchsreihe wurde demnach vor allem 
er Schutzwert dreier Milzbrandsera vom Esel vergleichend vor 
ind nach der Filtrierung durch Berkefeldsche Filter bestimmt. 
he Titrierungen wurden am Meerschweinchen nach meiner 
Methode vorgenommen, indem das Serum intraperitoneal und 

Kultur 24 Stunden spiiter ins Peritoneum eingespritzt wurden 
der Serum und Kultur beide subkutan mit einem Abstande 

n dreimal 24 Stunden zwischen den beiden Einspritzungen 
Hie Tiere wurden eine Woche lang in Beobachtung gehalten: 

nn obgleich aueh nach diesem Zeitraume noch Tiere etn- 
Ascoli, Uber die Wertbestimmung des Milzbrandserums, Z 


tir Hygiene und Infektionskrankheiten, 1906 
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zugehen pflegen, so ist diese Beobachtungsdauer fir Titrier- 
zwecke ausreichend, umsomehr als die Meerschweinchen, welche 
nach diesem Termin sterben, gewohnlich das charakteristische 
Qdem vermissen lassen und mehr die visceralen Veriinderungen 
aufweisen, ja in eigen Fiillen fehlen auch diese und ist die 
Diagnose auf Milzbrand nur durch eine genaue mikroskopische 
und kulturelle Untersuchung zu_ stellen. 


Tafel I. 


Wertbestimmungen desselben Serums 
vor der Filtrierung nach der Filtrierung 
durch Berkefeldsche Kerze. durch Berkefeldsche Kerze 
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Milzbrandserum 


von Esel Nr. 3. 
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Milzbrandserum von Esel Nr. 6. 
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Die Versuche, welche uber die Filtrierbarkeit der aktiven 
Substanz des Serums dureh Berkefeldsche Kerzen zu ent- 
scheiden hatten, sind in Tafel | zusammengestellt, aus welche: 
in unzweideutiger Weise hervorgeht, dab die Immunsubstanz 
das Berkefeldsche Filter zu passieren vermag. Es is! 
zwar nicht absolut auszuschlieben, da’ der Immunisierung-- 
wert des Serums nicht um etwas abgenommen hat, schon wei! 
die Filtrierung an sich eine geringe Verdiinnung des Serums be- 
wirkt, doch war jedenfalls der geringe Verlust an Immunsub- 
stanz nicht imstande, den Gang der folgenden Versuche zu stOren 
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Tafel II. 


Wertbestimmungen von Milzbrandserum Nr. 6 
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In einer zweiten Versuchsreihe konnte nunmehr dazu ge- 


hritten werden, tn einfacher Weise festzustellen. ob die Immun- 


-ubstanz des Milzbrandserums sich wie ein Ambozeptor an ihr 


4 
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Lntigen 


der Fall 


unter geelgneten 


verankere: wenn dies soe mullite das 


Wal, 


um den Immunkorper Bedingungen be 


ruhrung mit einer Milzbrandbacillenemulsion an die Bakterien- 


abgeben und mithin einerseits das Serum an Schutzwert 


ngebiibt haben, andererseits der Milzbrandbacillus sensibilisiert 


rden sein. Zur Entscheidung dieser Frage wurde eine Agarplatte 


nseres Milzbrandvaccins, gegen welchen das Milzbrandserum 
‘leerschweinchen zu schiitzen vermag, in 70 cem Milzbrand- 
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serum fein verteilt, so da eine homogene Emulsion der Bak- 
terienleiber im Serum entstand, welche einige Stunden lang in 
Brutschrank und hierauf tiber Nacht im Eisschrank gehaltey 
wurde. Hierauf wurde auf der einen Seite das mit den Bakteriey 
in Bertihrung gelassene Serum, auf der anderen eine ent- 
sprechende Menge desselben in keiner Weise vorbehandelten 
Serums durch Berkefeldsche Filter geschickt. Die Wertbe- 


stimmungen der beiden Filtrate wurden parallel ausgeftihrt und 


sind in Tafel Il zusammengestellt: es ergab sich, dafi die beide 
Filtrate etwa denselben Sehutzwert besaBben, wihrend die au! 
dem Filter zurtiickgebliebenen vom Serum befreiten Milzbrand 


| 


bacillen ihre Virulenz beibehalten hatten. 

Ks zeigte demnach die aktive Substanz des Serum 
nicht das Verhalten eines Ambozeptors und durfte sic! 
demnach von den spezifischen Zwischenkorpern unter- 
scheiden, welche von Ottolenghi und Cler im Milz- 
brandserum gefunden wurden: und ebenso ist sie von den 
bakteriziden Substanzen des Normalserums zu trennen, welcli 
Bail!) eingehend studiert hat. 

In emer dritten Versuchsreihe wurde zur Charakterisierung 
der Immunsubstanz der Versuch gemacht, zu bestimmen, 0!) 
dieselbe in eine der Fraktionen tibergehe, die durch verschiedene 
Siittigung des Serums mit Ammonsulfat erhalten werden. Dies 
Fraktionierung mit Ammonsulfat wurde zuerst von Belfanti und 
Carbone?) zum Studium des Diphtherieantitoxins verwendet, da- 
sie in eine bestimmte Serumfraktion hineinlokalisierten, welcl 
spiiter von Pick,*) dem wir breit angelegte Untersuchunge! 
iiber die Fraktionierung normaler und Immunsera_ verdanken., 
als Pseudoglobulin angesprochen wurde. Weiterhin tibertruge: 
Pick selbst und Ide und Lemaire‘) die Fraktionierung 


Bail, Zentralblatt fiir Bakteriologie, Parasitenkunde, Infektions- 
krankheiten, Il. Abteil.. Orig.-Bd. XXXIV u. XXXVI. 

Belfanti e Carbone, Contributo alla conoscenza della an! 
tossina difterica. Archivio per le scienze mediche 1898, Vol. XXII, XN 

Pick, Zur Kenntnis der Immunkorper, Beitriige zur chemisch 
Physiologie und Pathologie, Bd. I. 


‘) Ide et Lemaire, Arch. internation. de pharmakodynamie, 6, 15" 
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das Studium des Choleraserums, Pick auf das Tetanus- und 
fyphusserum, Fuhrmann?!) auf prazipitierende und hiaimolytische 
Sera. Rodhain?) auf das Streptococcenserum, indem es ihnen 
velang, die AntikOrper in der einen oder in der anderen Fraktion 
wiederzufinden. Zu entgegengesetzten Resultaten gelangte hin- 
cegen Wolff.) welcher auf Grund seiner auf das Choleraserum 
bheschrinkten Untersuchungen annimmt, dali das Ammonsulliu 
wegen seiner deletaéren Wirkung auf die Immunsubstanzen sich 
zum Studium derselben gar nicht eigne und dab die Anti- 
rper an keine bestimmten Fraktionen der Sera gebunden seien. 
Proescher?) soll es zwar gegliickt sein, das Diphtherieantitoxin 
vom Pseudoglobulin zu trennen, und Belfanti®) gelang es, das 
die Pseudoglobulinfraktion verankerte Himolysin von den 
roten Blutkérperchen absorbieren zu lassen, ohne erstere zu ver- 
‘jindern, doch widersprechen diese Ergebnisse nicht der An- 
name, dal zwischen beiden eine durch die tiblichen chemischen 
Reagentien nicht angreifbare Bindung vorliege. 

Es mag an dieser Stelle noch erwithnt werden, dali nach 
(raleotti®) durch traktionierte Ammonsulfatfiillungen die Tren- 
nung von Eiweibkorpern verschiedener Natur nicht zu erreichen 
ist, sondern dafi man nur verschiedene Mengen einer und der- 
<elben Mischung erhalt. Aus dem verschiedenen physiologischen 
Verhalten der durch derartige Fillungen erhaltenen Fraktionen 
eeht hervor, dal} der Satz in dieser allgemeinen Form wohl 
nicht ohne weiteres auf Immunsera Ubertragen werden kann. 

Schon im Jahre 1903 hatte ich mir die Frage vorgelegt, 
ob die Immunwirkung des Milzbrandserums vorwiegend ciner 


Fuhrmann, Uber Priicipitine und Lysine, Hofmeisters Bei- 
Bd. I, S. 417. 

Rodhain, Beitrag zur Kenntnis der wirksamen Substanzen 

Antistreptococcenserums, Hofmeisters Beitriige, Bd. Il 

A. Wolff, Uber den Gehalt der einzelnen Eiweilfraktionen des 
s an Choleraimmunkorpern, Zentralbl. f. Bakteriol., Bd. NNAHT, 1905 

Proescher, Miinchener med. Wochenschrift, 1902. Nr. 28 

Ne Belfanti, Sul legami dell emolisima. Primo Congresso de} 

italiani Torino, 2.—+. Oktober 1902 

Galeotti. Uber die Gleichgewichte zwischen Kiweibkorpern 


ektrolyten, I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, H. 5 u. 6 

























Fraktion desselben zukiime. 


Alberto 





Ascoll. 





Ich bereitete mir damals nach de) 













gewOhnlichen Verfahren aus einem Milzbrandserum vom Ese] dre; 


Fraktionen, (Pseudoglobulin, Euglobin, Serumalbumin). 
Titrierung Herr Prof. Selayvo am Kaninchen vornahm. 


Die 


| 
qaeren 


Ke- 


sultate, welche in Tafel II] niedergelegt sind, sprechen 


zwar fir eine gewisse Wirksamkeit des Pseudoglohu- 


lins 


und fiir eine geringere des Serumalbumins, doch 


schienen dieselben nicht eindeutig genug, so dab von weiter 


Untersuchungen Abstand genommen wurde, bis mich die y 


mir ausgearbeitete Methode instand setzte, 


Wertbestimmung am Meerschweinchen vorzunehmen. 


Tafel IT. 


Wertbestimmungen. 


a) des Ausgangsserums 


Milzbrandserum 


Von EKsel , 


b) der Pseudoglobulinfrakti 


2 ccm 


l ccm Ausgangsseru 


eine ziemlich exakt 


] 














Menge Gewicht Menge Gewicht 
: ; Aus- des , Aus- Be) 
eS des Ka- ) des Ka- 
Pseudo- ' 
oerun apna NeRENCae gang felobulins MNenens gang — kur 
eem iy Cem vy 
y LOQD0 lebt [0 1400 lebt 
y L150 LQ) L300 
a) 1220) [0 1250 7+ 4 | Milzi 
¢) der Serumalbumintraktio ' 
ONLPOILK< : , 
; Kontrollkaninchen 
Se cin f cem Ausgan serum 
Menge — Gewicht 
df ' us I} - Be- 
des Ka AU 2 Gewicht 
Seri Ausvang 
iburmins THOCHeCIS van: kungen merkut 
1) [300 Milzbran 1250 - 3 Milzb 
1) L150 ; 4 [380 Pr 24/9 
[1 [250 lebt 10) - 


brandserum vom 


Ksel und von der Ziege, 





aus denen 





Zu meinen gegenwiirtigen Studien verwendete ich ‘| 





Zur Kenntnis der aktiven Substanz des Milzbrandserums. 


Fraktionen, Pseudoglobulin, Euglobulin und Serumalbumin, 
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Te. 
5 


wonnen wurden, deren Immunisierungswert unter einander ver- 


eichend bestimmt wurde, woran sich eine parallele Wertbe- 


mmung zwischen der aktiven Fraktion und dem Ausgangsserum 


nschlob. 


Tafel LV. 


tbestimmungen an den Fraktionen eines Milzbrandserums vom Esel. 











Pseudoglobulin EKuglobulin 
1.25 ccm = I ccm Ausgangsserum. | */4 ccm = 1 ccm Ausgangsserum. 
Gewicht Gewicht 
des Meer- Aus- | Bemer- des Meer- Aus- semer- 
lenge  schwein- Menge = schwein- 
chens gang | kungen chens gang | kungen 
em g ecm yf 
10 270 lebt 10 270 + 4 Milzbrand 
li) PRO 10 POO r 35°), 
. 270) & 270) -3' 
‘ 260 —- § 260 rota 
4 O() i) 260 r 3 
1) PR) _ 6 270 - 3 
260 i 260 + 2'/s 
260 « - f 280) r 1d 
260 +52 Milzbrand f 300 t 3 
280) +4 4 260 Ot > 
2 29() lebt _ 2 B00) ; 23/4 
Z 280) r3%e Milzbrand 2 270 +2" 
[ 260 rate I 260 2" 
270) c. I 260 ; 2 
vontrolltier IRO 2 Kontrolltier 340) -2 
PRO) +2 320) D1 
30 - 1'/, 280) + 25/4 
44) - Zt st) Te 14 
Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLUVIIL. 22 
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Serumalbumin Dialysat des nach Halbsiittigur 
lL cem 1 com Ausgangsseruin. erhaltenen Filtrates 
Gewicht Gewicht 
des Meer- Aus- Bemer- des Meer- Aus- Bem 
Menge — schwein- Menge schwein- 
chens ean’ kungen chens cang kunee) 
- { C Mm o 
| ) 1) aes Milzbrand )() $40) ae \I 
10) IC) ft. y 10) 240 r2 
10) 20) lebt 10) 279 ; 2/5 
{) 270 - 2. Milzbrand () IRI) % 
t) 2) ‘2 f 270) ‘2 
f 270 +2} 2 2S) + 2? 
4 270) 7 2"'/s houtroiltie 280 +2 
2 270 ~2"is 270 +? 
2) 72 





Die derart erzielten Ergebnisse sind in den Tafeln IV—V1| 
zusammengestellt. Den Wertbestimmungen der drei aus Milz- 
brandserum vom Esel gewonnenen Fraktionen ist in Tafel IV 
noch die Priifung des Schutzwertes des nach Halbsittigun: 
erzielten Filtrates hinzugefiigt worden. Aus der Betrachtung 
der ‘Tafel ergibt sich ohne weiteres, dai die aktive Sul 
stanz des Milzbrandserums vom Esel in der Pseudo 
slobulinfraktion enthalten war. Deshalb wurde zu eine: 
vergleichenden Wertbestimmung zwischen dem Pseudoglobuli: 
und dem Ausgangsserum iibergegangen, welches ein Gemisc'! 
dreier von Eseln gewonnener Milzbrandsera darstellte, um iibe: 
die Menge der in der Pseudoglobulinfraktion wiedergefundene: 
Immunsubstanz orientiert zu sein: die beziiglichen Resulta! 
welche in Tafel V wiedergegeben werden, sind zwar fir 
Serum etwas gtinstiger ausgefallen als fiir das Pseudoglobul 
doeh ist der Unterschied zwischen den Werten beider gering, - 
dais wohl anstandslos behauptet werden kann, es_ sel 
grobte Teil der aktiven Substanz in die Pseudoglobulinfrakti 
ubergegangen. 

Bei der fraktionierten Fillung eines Milzbrandserum: 
welches von einer hochimmunisierten Ziege stammte, erwies = 











eder die Pseudoglobulinfraktion als 


vy 


auch die Euglobulinfraktion 


bel 


ba 


hutzwert zu entfalten, wie aus T 
t dies Verhalten an einen von 


nner 


‘uglobulinfraktion gebunden sein s 


lnmunsubstanz zwischen zwel Frakti 


eveniiber dem Ausgangsserum erk| 
Tafel V. 
Vercleichende Wertbestimmungen zwischen 


dem entsprechenden Ausgangsserum 


Zur Kenntnis der aktiven Substanz des Milzbrandserums. 


hohen 
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die wirksamste. doch schien 
einen 
fel VI hervorgeht. 
Pick!) erhobenen Befund. 


Dosen leichten 


Ks er- 


fem zufolge das Diphtherieantitoxin des Ziegenserums an die 


oll. Diese Verteilung der 
men dirfte die aus Tafel VI 


ch ergebende geringere Wirksamkeit der Pseudoglobulinfraktion 


uren, 


der Pseudovlobulinfraktion und 
Milzbrandserum vom Esel). 








Pseudoglobulin 
' . Ausgangsserum 
lL ecm l ccm Ausgangsserum 
(rewicht Gewicht 
: des Meer- Aus- Bemer- des Meer- Aus- Bemer- 
Vi ; ; Menge 
schwein- schwein- 
chens gang kungen chens gang  kungen 
s cem g 
2 260) lebt 2 PHO lebt 
z 2Q() > i. 2 PHO 
2 260 7 5'/e Milzbrand 2 260 . 
Z YS() * tly 2 310 7 Die Milzbrand 
I 260 lebt _ 2 BOO lebt 
| S70 > | 260 
| 370 76  Milzbrand | 260 7 3% Milzbrand 
| 3()() + D'/e | 520 + 3"le 
I 260 + 2t/, l 260 + 2", > 





Kontrolltiere. 





Ausgang 


Bemerkungen 





Milzbrand 
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Tafel VI. 


Wertbestimmungen an den Fraktionen eines Milzbrandserums 





























von der Liege. 




















Pseudoglobulin Euglobulin 
2 cem 1 cem Serum. ‘es ccm 1 ccm Ausgangsserum 
Gewicht Gewicht 
des Meer- Aus- Jemer- des Meer- Aus- Bemer- 
Menge = schwein- Menge schwein- 
chens gang kungen chens gang | kungen 
com uy cem o 
10 260 lebt . 10 340 73% Milzbrand 
q 260 8 260 lebt 
8 260 — 6 270 + 6 | Milzbrand 
7 260 > 4 260 lebt — 
6 260 +6%e Milzbrand 2 290) fF 2'/2 | Milzbrand 
is) PEO lebt — | 260 7 2» 
hontrolltier 370 +2"  Milzbrand | Kontrolltier 400 + 2%), 
250) + 2's > o 250 + 3% te 
Serumalbumin 
1 ccm = 1 ccm Ausgangsserum 
Gewicht des 
Menge Meerschweinchens Ausgang Bemerkungen 
cem 4 
10) 260 7s Milzbrand 
S 260 * 3 
a) PHO ; 5 
f 260 i. 
» 260 Ee 
| 260 - 3 
kKontrolltier 4A) 25/4 » 
2d0 + 154 , 


Fiir die Frage nach der Haltbarkeit der Immunsubstanz 
des Milzbrandserums bot es ein gewisses Interesse, zu erforschen. 
ob ein vor drei Jahren aus Milzbrandserum vom Esel dargeste! 









Zur Kenntnis der aktiven Substanz des Milzbrandserums. 


Pseudoglobulin, welches in wiasseriger LOsung im Dunkeln und 
isschrank aufbewahrt worden war, seinen [mmunisierungs- 
ert beibehalten hatte. ‘Tafel VIII zeigt nun ohne weiteres. 

der Schutzwert gleich Null war, ebenso wie jener des 


fer iihnlichen Bedingungen aufbewahrten Euglobulins. 


Tafel VII. 

















Pseudoglobulin ; 
. Ausgangsserum (Ziege 
2 ¢em l cem Serum 
(rewichl Gewicht 
des Meer-  Aus- Bemer- des Meer- Aus- bemer- 
\ | ’y ‘= : Venge 
schweln- © schwein- 
chens sang kungen chens gang kungen 
Cel (F 
270 lebt 2 260 lebt ~~ = 
f YS() ’ a 270 
f POU z 2710 
PHO 76  Milzbrand 2 280 
2 260 ; 41/9 I 260 
Z ZOU ry 4 l 270 
2 260 7 42/3 > | 510 7 643 Milzbrand 
S 2a.) ; 6! | 280) ro 4 
Kontrolltiere. 
Gewicht , 
Ausgang Bemerkungen 
260 7 2'3 Milzbrand 
PHO r D234 
280 ' 2 ry 
210 ' 5 t 


Die erzielten Ergebnisse lassen sich kurz in folgenden 
~chluBsiittzen zusammenfassen: 

1. Die Immunsubstanz des Milzbrandserums geht durch 
berkefeldsehe Kerzen hindurch. 
2. Die aktive Substanz des Milzbrandserums wird nicht 
ein Ambozeptor an die Milzbrandbacillen verankert. 
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%ID Ascoli, Zur Kenntnis der aktiven Substanz des Milzbrandseruins 


) 


3. Beim Milzbrandserum yom Esel und der Ziege wird 
die Immunsubstanz zum grdften Teile in der Pseudoglobulin- 
fraktion, bei der Ziege zum geringeren Teile auch in der Euglo- 
bulinfraktion wiedergefunden. 

4. Das wirksame Pseudoglobulin des Eselsserums biift in 
wiisseriger LOsung mit der Zeit seinen Schutzwert ein. 


Tafel VIIL. 


Vor drei Jahren fraktioniertes Serum. 

















Pseudoglobulin Fuglobulin 
2 ccm = I cem Ausgangsserum lecm = 1 cem Ausgangsserun 
Gewicht Gewicht 
des Meer-  Aus- sJemer- —__|des Meer- Aus- Bemer- 
Menge Menge 
schwein- schwein- 
chens gang kungen chens gang = kunge 
ecm g cem g 
S 6H60 7 4% Milzbrand & 630 7 24% Milzbra 
6 6H60 + iy'/le 4 260 + Qi 
f 260 + 44, 2 260 r 2/2 
3 260 + 23/4 I 300 + 24/2 
2? 260 + 2s 
Serumalbumin a . 
’ Kontrolltiere 
2 ccm 1 ccm Ausgangsserum 
Gewicht 
des Meer-  Aus- Bemer- ; , Aus- Beme 
Menge Gewicht 
schweln- 
echens eang  kungen gang kungen 
com r g 
& G90 + 4%. Milzbrand 370 7 2" le Milzbrand 
» HO) + 44, ' TOO) + Hl 
300 








Die Spaltung des Oblitins durch Bakterien. 
Mitteilung I. 


Von 
Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1906.) 
Zu anderem Zweck hatte ich 2 ¢ Oblitinchlorid, das aus 
nalysiertem Oblitinplatinat dargestellt war, in 20 cem Wasser 
elOst. Die stark saure Reaktion der LOsung war durch Natrium- 
ibonat abgestumpft worden, bis die Fliissigkeit gegen empfind- 
hes Lackmuspapier eben sauer reagierte. Diese LOsung wurde 
nur zum Teil verbraucht, der Rest blieb 24 Stunden bei Zimmer- 

mperatur (20° C.) unter einer Glasglocke stehen. Als ich 
nach dieser Zeit die Glocke entfernte, machte sich ein unange- 
chmer, an Heringslake erinnernder Geruch bemerkbar,!) die 

hwach saure Reaktion der Fliissigkeit war in eine stark 
alkalische tibergegangen und die urspriinglich klare LOsung durch 
zalilreiche Bakterien, die sich in ihr entwickelt hatten, triibe 
veworden. Die Anderung der Reaktion und der auffiillige der 
I\iissigkeit entstrOmende Geruch machten es unzweifelhaft, dah 
das Oblitin durch die Bakterien zersetzt sein muble. Um etwas 
Niheres iiber die Spaltungsprodukte zu erfahren, saugte ich die 
I liissigkeit durch ein mit Kieselgur bedecktes Filterchen, siiuerte 
ie mit Salzséiure an und dampfte zur Trockne ab. Den Riickstand 

‘, Ubrigens tritt ein an Heringslake erinnernder Geruch auch beim 

Verbrennen der Gold- und Platinverbindungen des Oblitins und Novains 
Wie bekannt, verhalten sich die Cholinverbindungen unter den 
chen Umstinden ebenso. Dies Verhalten und auch andere Griinde 
rechen fiir nahe Beziehungen des Novains und Oblitins zu den Cholin- 
basen. Méglicherweise ist das Novain ein Homologes des Carnomus- 


ins. Ihm kime dann die Formel C,H,,NO,, dem Goldsalz die Forme! 
HNO, -Cl- AuCl, zu. 




























pede 
doe 


Fr. Kutscher, 






































extrahierte ich mit heiBem, absolutem Alkohol, verdunstete de 
Alkohol, nahm den verbliebenen Rest mit wenig Wasser ay 
und fiillte die LOsung mit 30°/oiger wiisseriger Goldchloridl6sun: 
Die Fallung wurde der fraktionierten Krystallisation unterworfen 
Zunichst schied sich ein in kaltem Wasser sehr schwer l6slich 

Goldsalz ab, das in gliinzenden, hellgelben, breiten blitter 
krystallisierte. Ks war das Goldsalz des noch nicht zersetzten 
Oblitins, durch das sich wegen seiner geringen Loslichkeit d: 

Oblitin bis auf Spuren abscheiden lie}. thm kommt, wie die 
Analyse zeigte, die Formel C,,H3,N,0, -2HCl-2AuCl, zu. FE: 
schmilzt ohne Zersetzung bei 107° C. zu einer klaren roten 
Fliissigkeit. Durch sein Verhalten gegen Platin- und Goldchlorid 
ist das Oblitin als zweisiiurige Base charakterisiert. 


0.1676 g Substanz gaben 0.1270 g CO, und 0.0574 g H,O 
O45 » O1110 » > 0.0512 
Q181  » 46 com N; T. = 12,5°; Ba. = 746 mm 
OL108 » . 0.0418 g Au. 
Fir C,,H,,N,O, -2 HCl - 2 AuCl, 

Berechnet: Gefunden: 

C 20,7 8/0 C = BU,4; 20,9°%/o 

tH 3,9 Jo H 58; 3,9%/c 

N 2,7 Jo N = 3,0%o 

Au 37,80 Au = 37,7°%s 


Aus der Mutterlauge vom Oblitingoldchlorid krystallisier' 
beim Einengen in schdnen, gliinzenden, gelbroten Saulen ein 
andere Goldverbindung. Dieseibe schmolz bei 155° C. oh 
Zersetzung. Dieser Schmelzpunkt und die Analyse zeigte, dit 
Novaingoldchlorid vorlag. 


0.1528 ¢ Substanz gaben 0.0976 g CO, und 0,0455 g H,O 


O1459 » » > 3.9 com N: T. = 12,5°: Ba. = 748 mm 
0,1232 0.0489 ¢ Au. ‘) 
Fir C,H,,NO, - Cl. Au, 
Berechnet: Gefunden: 

t. 17,2°o cs - 17,4 Jo 

H 3,7 %/o H = 3,4%o 

N 2,9°%o N = 3,1°/o 

Au 4M). so Au 39,7 °/o 


‘) Der Goldwert ist von mir beim Novaingoldchlorid fast imn 
zu niedrig gefunden worden 
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Die Mutterlaugen vom Novaingoldehlorid lieferten schhet}- 
+, noch eine dritte in kleinen, hellgelben Bliattchen krvstalli- 
-jierende, leicht l6sliche Goldverbindung, die bei 285° C. unte) 
lebhaftem Aufschiumen sich zersetzte. Zur Analyse reichte die 
erhaltene Masse nicht aus. 
Die leichte, reichliche Abspaltung von Novain aus Oblitin 
lurch Bakterien erweist die nahe Verwandtsehaft dieser beiden 
nm mir in Liebigs Fleischextrakt aufgefundenen Basen und 
lie Frage, ob dort nicht dihnliche Ursachen zur Bildung des 
\ovains gefihrt haben, ist sehr naheliegend. Die Erérterung, ob 
im genannten Fleischextrakt das Novain als physiologischer 
Bestandteil oder auch als Faulnisalkaloid zu betrachten 
ist, will ich jedoch noch aufschieben, bis ich einige zeitraubende 
Kontrolluntersuchungen endgiiltig abgeschlossen habe. 








Uber die quantitative Bestimmung von Cholin und Betain 
in pflanzlichen Stoffen und einige Bemerkungen iiber Lecithine. : 
Von 
Viadimir Stanek. 


Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1906.) 


i 


Cholin wurde, wie aus den ungemein zahlreichen Literatur- 
angaben ersichtlich ist, in den einzelnen Organen von Pflanzen 
wiederholt nachgewiesen. So fanden E. Schulze, Ritthausen. 
Jahns und eine Rethe iilterer und jiingerer Forscher dasselbe 
in vielen Samen: als Bestandteil des Lecithins und des Pflanzen- 
grins?) ist es tiberhaupt in allen Pflanzen enthalten. Dem ent- 
vegen scheint betain weniger verbreitet zu sein, denn nach de: 
mir zugiinglichen Literatur ®) wurde Betain (immer neben Cholin 
oder wentgstens Lecithin) in folgenden Pflanzen konstatiert: Die 
im Lycium barbarum von Husemann und Marmée®*) gefundenc 
Base Lycin ist identisch mit dem spiter von Scheibler®) aus 
Zuckerrtiiben dargestellten Betain: in Samen der Trigonella 
fauenum graecum ist es neben Cholin und Trigonellin von Jahns 
nachgewlesen worden®) und derselbe Autor’) hat es auch aus 
dem Samen der Artemisia cina dargestellt. Schulze 8) hat es in 
der Wicke und gemeinsam mit Frankfurter®) in den Maiz- 


') Vorgelegt der boOhmischen Akademie am 19. Januar 1906. 
Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. Il, S. 339. 
| Kinige Zitate sind aus der «Biochemie der Pflanzen» von Dr. 
Czapek genommen. 
Liebigs Ann., Bd. CCCLXXXIII, S. 245. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. II, S. 292. 
®) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, S. 2520. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVI, S. 1493, 
Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 140, und Bd. XVIII, S. 205. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXII, S$. 1827. 


Uber die quantitative Bestimmung von Cholin und Betain O00 





und Weizenkeimen und mit Ulrich!) in Futterriiben, Ritt- 
hausen und Weger?) im Baumwollensamen, in Lathyrus 
-ativus und Cicer arietinum, Orlow?) in der Wurzel von 
\lthaea, Nailor*) in der Cascarillarinde, v. Planta®) in den 
Knollen von Stachys tubifera, wo es gemeinsam mit Stachydrin 
vorkommt:®) in der neuesten Zeit von Velieh?*) in der roten 
Riibe nachgewlesen. 

Bei den angefiihrten Arbeiten wurde das bBetain (samt 
den anderen Basen) meistens durch Quecksilberchlorid aus den 
alkoholischen Extrakten, die eventuell vorher mit) Bleiessig 
Schulze) gereinigt waren, oder nach dem Verdampfen des 
A\jkohols mittels Phosphorwolframsaure gefallt. Scheibler hat 
das Betain aus dem Zuckerriibensafte direkt mit Phosphor- 
wolframsiiure gefillt, von anderen Forschern wurden auch die 
Jodide des Quecksilbers und Wismuts angewendet. 

Die Mingel der erwihnten Methoden habe ich in einer 
Arbeit tiber die Faéllung und Scheidung von Cholin und Betain 
mittels Kaliumtrijodid*) angefiihrt und ist mir gelungen, durch 
ceeionete Anwendung dieser Methoden das Betain und Cholin 
in cinigen Pflanzenprodukten zu bestimmen. 

Auf Grund zahlreicher Versuche habe ich die folgende 
\Methode ausgearbeitet: Die lufttrockene Substanz wird ge- 
tnahlen und mit 96°/oigem Alkohol so lange extrahiert, bis fast 
ille loshchen Stoffe ausgelaugt sind. Dann wird der Alkohol 
ubdestilliert und die wisserige LOsung mit Barytwasser ge- 
Kocht, um die Lecithine zu zersetzen. Cholin vertriigt nach 
(culewitsch®) das Kochen mit Barytwasser ohne Zersetzung, 


' Landwirtschaftl. Versuchsstation, Bd. XXVI, B. 41. 
Journ. f. prakt. Chem., Bd. XXX, 8. 32. , 
Chem. Zentralbl. 1893, Bd. 1, S. 37. 
‘) Ph. J. 1898, S. 1447; Czapek, Bd. I, S. 161. 
Ber, d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIII, S. 1699. 
v. Planta u. Schuize, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVI, 
Vad. 
Véstnik ¢eské Akademie, Bd. XIII, S. 16. 
Véstnik Geské Akademie, Bd. XII, 8. 36; Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 
280. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 513. 












rere? r . , - 
DOO Viadimir Stanék., 





Nach Fillung des tiberschiissic: 
Baryums mittels Kohlendioxyd wurde filtriert, das Filtrat) kon- 


wenn die L6osung verdiinnt ist. 

























zentriert und mit Tannin gefiillt. Nach der Beseitigung de- 
gewohnlich sehr bedeutenden Niederschlages wurde der Uber- 
schub des Reagens mit Barythydrat entfernt, nach der Filtratic, 
die Losung schwach mit Schwefelsiiure angesiiuert und zum 
diinnen Sirup eingedamptft. 

Anfangs versuchte ich das Cholin mittels Kaliumtrijodi: 
in Gegenwart von Natriumbicarbonat zu_ fiillen, beobachtet: 
jedoch, dab das Jod in alkalischer LOsung zu energisch mi! 
den organischen Substanzen reagiert, so dab ziemlich viel Jodo- 
form und Jodwasserstotf entsteht, die Lésung sauer wird und 
Betain in den Niederschlag des Cholins mitiibergeht. Es er- 
wies sich als vorteilhafter, zuerst beide Basen aus_ saure! 
Losung zusammen zu fiillen und die Scheidung erst nachtriig- 
lich auszufihren. Die Fillung wurde stets zweimal ausgefiihrt, 
da Betain nur aus einem stark sauren Medium ausfillt, in 
welchem sich aber Cholin nicht quantitativ durch Kaliumtrijodid 
zur Abscheidung bringen libt. Es wurde folgendermaben ver- 
fahren: Der obenerwiihnte Sirup wurde auf etwa 20° Bx ver- 
diinnt, sechwaech mit Schwefelsiiure angesiiuert und solang 
Kaliumtrijodidl6sung zugeftigt, bis keine weitere Fiillung mel 
eintrat. Das Kaliumtrijodid scheidet bei stirkerer Verdtinnung 
Jod ab, doch ist der Niederschlag von ganz anderer Beschaffen- 
heit als die ausgeschiedenen Perjodide, und man kann be 
einiger Ubung die Grenze genau erkennen. Anfinglich suchite 
ich dieser Schwierigkeit durch Anwendung verdiinnterer Losunge!) 
von Jod in Jodkaliumlésung (etwa 15°/oige KJ-LOsung wurde 
mit Jod gesiittigt) auszuweichen. Nach der Fallung wurde em 
kleiner Teil der Fliissigkeit abgehoben und gepriift, ob  sicl 
bei weiterem Zusatze des Reagens noch ein Niederschlag bildet. 
Nach sechsstiindigem Stehen wurde die Fliissigkeit abgegossen. 
der Niederschlag mit Wasser abgespiilt oder, falls er pulverig 
war, auf dem Wittschen Filter abgesaugt. Das Filtrat wurde 
mit Kochsalz gesiittigt und soviel Schwefelsiiure zugesetzt, da! 
die Fliissigkeit etwa 10°/o derselben enthielt, und mit Kalium- 
trijodid gefiillt. Das Perjodid wurde dann abgesaugt und zuers'! 
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einer gesattigten Kochsalzlosung, dann mit der geringsten 
\ienge Wasser gewaschen. 

Beide Fraktionen des Perjodides wurden vereinigt und in 
Chlorhydrate ibergefiihrt, indem in einer Porzellanschale zu dem 
erwarmten Wasser mit den Jodverbindungen molekulares Kupfer 
-olange zugesetzt wurde, bis der Jodgeruch verschwunden und 
die Perjodide in lésliche Jodhydrate umgewandelt waren. Diese 
vurden durch Kupferchlorid und Kupfer in Chlorhydrate iiber- 
sefihrt nach der Gleichung 


Pt 


2HJ -- CuCl, + Cu = 2HCl + Cu,J,. 

Nach dem Abkiihlen wurde das Kupferjodiir abgesaugt, 
gewaschen, aus dem Filtrat das Kupfer mittels Schwefelwasser- 
stolf gefallt und dann die Lésung nach dem Entfirben mittels 
Hiutkohle auf dem Wasserbade zur Trockene eingedamplft. 

Das weitere Vorgehen hiingt von der Menge des Betains 
ab. Ist der Riickstand syrupartig und trocknet er langsam 
zu einer krystallinischen Masse aus, so enthiilt derselbe viel 
Cholinchlorhydrat; in dem Falle, dai sich zu Ende des Ein- 
daumpfens Krystalle abscheiden und der Riickstand  breiartig 
und deutlich krystallinisch wird und sich schwer in Alkohol 
jst, so weist dies auf grobere Mengen von Betain hin. Im 
ersteren Falle lOsen wir die Chlorhydrate in der etwa 30 bis 
‘Ofachen!) Menge Wasser, neutralisieren mit Soda, setzen etwa 
2%) NaHCO, zu und fiillen das Cholin mit Kaliumtrijodid. 
Nach 6 Stunden wird der Niederschlag abfiltriert und auf oben 
heschriebene Weise in Chlorhydrat itibergefiihrt. Das Filtrat 
nach der Cholinperjodidfiillung wird auf das urspringliche 
Volumen eingeengt, mit Kochsalz gesittigt, stark mit Schwefel- 
siiure versetzt und durch Kaliumtrijodid das Betainperjodid ge- 
fillt. Nach 3 Stunden wird filtriert, mit Salzl6sung und wenig 
Wasser gewaschen und in Chlorhydrat tbergefibrt. 

Im zweiten Falle, wo wir neben Cholin grobe Mengen 
betain erwarten kénnen, ist es vorteilhafter, den Hauptanteil 


‘) Kirzlich beobachtete ich, dafs auch Betain als Base aus sehr 
nzentrierten Lésungen, namentlich bei Gegenwart von viel anorganischen 
zen (z. B. Natriumchlorid oder Carbonat) mit Kalumtrijodid fillt. Es 
tsteht dabei ein brauner Niederschlag, der in Wasser lOslich ist. 
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desselben mit Alkohol zu scheiden. Man troeknet die Chi.) 
hydrate dureh wiederholtes griindliches Verreiben mit = ab- 

lutem Alkohol und Abdampfen auf einem Wasserbade,  s) 

mit der etwa 2Ofaechen Menge absolutem Alkohol in ein Bechey. 
glas ab, kocht auf und li®t etwa eine Stunde bei einer mi 

lichst medrigen Temperatur stehen. Dann wird das. abe 

schiedene Chlorhydrat abgesaugt und gut mit kaltem absolut 

Alkohol gewaschen. Mit dem = Filtrat verfiihrt man in obe 
beschriebener Weise, 

Freiich libt si¢h voraussehen, dafi die auf diese Wei- 
bereiteten Chlorhydrate keine reinen Salze des Cholins un 
Betains sind, da Jodjodkalium ein Fiillungsmittel fir eine ganz 
Reihe von. stickstoffhaltigen Stoffen ist, die sich in Pflanzen 
vorfinden konnen, z. B. Eiweibstoffen, Peptonen, Purinbasen. 
Alkaloiden, Trimethylamin und einigen dem Cholin und Betii 
verwandten Basen: Trigonellin, Stachhydrin und Muscarin. |i 


der beschriebenen Arbeitsweise werden durch Barythydrat u 


besonders Tannin die Eiweibstoffe giinzlich, Peptone und Purin- 


! 


basen fast giinzlich gefiillt: der Rest derselben wird wali 
scheinlich durch Kupferchloriir und -jodiir zurtickgehalten. ‘Tv- 


methylamin destilliert beim Kochen mit Barythydrat ab un 
es bleiben somit nur die Alkaloide und dem Cholin und Beta: 
verwandte Stoffe zuriick. Vom Trigonellin habe ich mich tiber- 
zeugt, dal} es bet der Fiallung in die Betainfraktion tbergeli!. 


wie nach seiner Konstitution zu erwarten war, da es dis 
Methylbetain der Nikotinsiure ist: 


COW 
C,H, 0 + H,0') 


N(CH,),/ 

Musearin ging beim Fallen in die Fraktion von Chol: 
liber, wie ich mich durch Fillen des Extraktes der Fliege 
pilze durch Jodjodkalium in Gegenwart von NaHCO, ib 
zeugte. Die ausgeschiedenen Perjodide wurden in Chlorhydra' 
iibergefiihrt und yon Herrn Prof. Dr. A. Velich auf die phys 
logische Reaktion des Muscarins gepriift, die auch wirkli 


selbst in grober Verdiinnung eintrat. 


1 Jahns, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XX. S. 28-40. 
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Stachydrin, das von A. vy. Planta?!) in den Knollen von 
stachys tubifera gefunden wurde, war mir vorderhand nicht zu- 
inglich. 

Aus dem Angefiihrten ist zu ersehen, dal es stets not- 
vendig ist, die Chlorhydrate auf ihre Identitat zu priifen. Dies 

ide in meinem Falle dadurch ausgettihrt, dali das gewonnene 
orhydrat des Cholins im absoluten Alkohol gelOst und ent- 
der ganz oder zum Teil mittels Platinchlorid gefallt wurde. 

Niederschlag wurde in einen Goochschen, mit Asbest 
iscelegten Tiegel filtriert, bei 110° getrocknet und gewogen. 
Sodann wurde in einem Teile des Niederschlages die Menge 
es Platins bestimmt (100 Teile wassertreien Chloroplatinates 

1 Cholin enthielten 39.35 Teile Cholin und 31.64° 5 Pt). 
hy Rest wurde in warmem Wasser gelOst und nach dem Ein- 
unpfen krystallisieren gelassen, wobei sich das Cholinchloro- 
itinat in schOnen Platten ausschied, die mit der Pincette 
herausgehoben und von den eventuell tibrigen Substanzen ge- 
‘rrennt wurden. Nach dem ‘Trocknen bet 110° wurde von 
iem der Platingehalt bestimmt. 

Das Chlorhydrat von Betain wurde ebenfalls bei 100 
setrocknet und gewogen, sodann in einem Anteile die Aciditiit 
nd der Stiekstolfgehalt nach Kjeldahl bestimmt (1 cem 
-Lauge entsprechen 15,316 mg Chlorhydrat. Zur Neutrali- 
sation des Ammoniaks, das durch Verbrennen mittels Schwefel- 
iure entsteht, sind soviel Kubikzentimeter "/10-Lauge noétig, wie 

-Lauge zur Bestimmung der Aciditiit.) In einem weiteren 
Anteile wurde der Aschengehalt durch Verkohlen und Aus- 
iugen bestimmt. Manchmal war etwas Natriumchlorid vor- 

nden. Endlich wurde das Chloraurat durch Fiillen der kon- 
entrierten Losung mittels ChlorgoldlOsung und Umkrystallisieren 
verdiinnter Salzsiiure dargestellt. Wo das Material hin- 
hte, wurde das Chloraurat der fraktionierten Krystailisation 
ierworfen und in jeder Fraktion das Gold bestimmt. — In 
von mir untersuchten Material (nur die Erbse bildet in 
ser Beziehung eine Ausnahme) ist es mir jedoeh nicht ge- 
en, andere Basen als Cholin und Betain zu isolieren. 


‘r. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XAIT S. 169 
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lV 
—_—— Ange- Gewonnen: Ent 
OUChRe ~ 
ee wen- | Cholin- Betain- 
substanz ) chloro- chlor- Chol 
det : i Aili 
platinat hydrat 
s a oe ’ 
Korn 95,17 4280 2.10 3,68 O83 
Hafer 93,01 2720 3.69 _ IL 44 
Gerste 93 O4 3500 3.13 L.61 1.22 
Weizen 96.38 4880 aS 5.07 2.30 
Pferdebohnen 95.56 4620 11.32 9 O08 4 AD ] 
Linsen 91.26 2770 6.43 + Bs 2.53 s) 
” : 1.6 
Erbsen 92 39 YDOUS() 5.61 Trigonellin- 2? 1 it 
chloraurat ?) } 
|. Ribensamenkniiule 93.76 LOQO 0.37 10,23 O15 
IH. Ritbensamenkniule 99,17 973 0.58 12,76 0,25 
Kornpflanzen _ 
ei LOO POO ? 0.676 2 
ca. 20 Tage alt 
Riibenblitter 17,90 960 0,72 2,09 0,28 . 7 
Alte Ribenblitter LOW LOO _— 3.38 2a 
Ribenblaitter 14.144 DOO ; ais 
Betain und Cholin aus = 
lunge ee vonlae ma {2.48 750 Chlorhydrates bere | 
i) Lage alt Bi , 


' Trigonellin als Cloraurat identifiziert. 
‘, Nach Stoklasa (Listy Cukrovarnické, Bd. XV, 5. 205, 
substanz berechnet. 


Geschilte Riibensamen enthalten nach Stoklasa (1. ¢.) 04 
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IX X XI XU 
Cholin wes! 
») Teilen gefunden: Lecithin 
c aus ge- 
nach 
fundenem . Bemerkungen 
: we Lecithin Literatur- 
Betain Lecithin 
berechnet: angaben 
g g g g 
0.076 0,16 0.025 0.57 
” 0.36 0.056 0.74 
0.040 ().28 0.041 0,47—0,74 
0,092 0,18 0,027 0,43—0,65 Material 
0,173 0,73 0,117 0.81 sic 
0.294 0.87 0,130 1.20 Jahre alt 
1016 ee 
pore | O88 | O77 0,122 1,23 
Trigonellin 
0.900 0.24 0.036 
nae — 2) 
? 1.153 0,33 0,049 
Frische Pflanzen haben 
0.300 ? ? — 10.21". Trockensub- 
stanz 
Di 0.590 9 9 _ Durchschnitt aus 
48 Mustern (a 20 g) 
» 974 9 9 - Lufttrocken, 
7 Monate alt 
0,106 0,10 0,015 — Analysiert 
einige Stunden nach 
UDG 0.082 0.083 0.013 0,163) der Ernte. 











echt sich auf 30 Tage alte Pfliinzchen und ist hier auf 12,48°/o Trocken- 


Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, eka V EEE 
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Doch erhilt man beim Umkrystallisieren des Cholinchlor 
platinates stets eine geringe Menge anderer ahnlicher Verbin- 
dungen, die jedoch zur genauen Bestimmung des Platingehalte, 
nicht ausreichte. Die letzten Fraktionen des Betainchloraurates 
waren schmierig und es schied sich mit ihnen beim Eindampfen 
mit Salzsiiure auch Gold aus, sodaB an eine Identifikation 
Substanz nieht zu denken war. 

Nach der beschriebenen Methode habe ich eine Reihe 


landwirtschaftlicher Produkte gepriift.!) Die Getreidearten und 
Hiilsenfriichte wurden etwa 5 Monate nach der Ernte zu Schrot 
gemahlen und mir zugesendet. Aus verschiedenen Griinden 
konnte ieh das Material nicht gleich verarbeiten und dasse!be 
blieb an einem trockenen Orte fast 2 Jahre liegen. Die Pro 
dukte entstammten — soweit nicht anders angegeben ist — 
dem Erntejahre 1905 und wurden im Frithjahre 1905 verar- 
beitet. Obwohl das Material an sehr geeigneter Stelle aufbe- 
wahrt war, und keine Spur von Schimmel oder dumptigem Ge- 
ruch zu bemerken war, so wurden doch einige bemerkenswerte 
Erscheinungen beobachtet, wie spiiter noch néher ausgefiihr 
wird. In der Tabelle S. 340—341 sind die Resultate der durch- 
gefiihrten Bestimmungen enthalten. 

In den angefiihrten Produkten wurde, soweit mir bekannt, 
Betain bisher nicht nachgewiesen. Nur beim Weizen und der 
Gerste wurde es von Schulze und Frankfurter in dem Keimen 
und Keimlingen gefunden, ?) sodal seine Gegenwart im Korne zu 
erwarten stand, gerade so wie in den Bliittern und Samen der 
Zuckerriibe. Aulfallig ist die Abwesenheit von Betain in de! 
Erbse, wo es durch das Trigonellin ersetzt ist, und im Hafe 
wo in der Betainfraktion eine geringe Menge des Chlorhydrates 
einer Base enthalten war, deren nihere Bestimmung mir is 
jetzt nicht gelungen ist. Vielleicht ist dies ebenfalls Trigonellin 
Die Gegenwart groferer Mengen von Betain in manchen Sat 
') Den gréften Teil der Produkte hat mir Herr Dr. Gestmir L 
in Zahradka freundlichst zugesendet, wofiir ich ihm hiermit meinen [Du 
abstatte. 

* 1. ¢. 


Czapek, Biochemie, Bd. I, 5. 286. 
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‘op Linse, Zuckerriibe, Pferdebohnen, in den Bliittern der Riibe), 
eine Verbreitung im Pflanzenreiche und der Umstand, dah er 
beim Keimen in die Keime tbergeht, weisen darauf hin, dab 
stain bet den Lebensprozessen der genannten Pilanzen eine 
leutende Rolle spielt. Nach der Ansicht von Scheibler!) 
ind von Liebreich?) kann bBetain in den Lecithinen das Cholin 
vertreten. Ein solches Betainlecithin hat v. Lippmann 4) einmal 
lspoestellt. Doch findet sich das Betain auch fret in den Pflanzen 
wie aus dem Umstande, dai seine Menge oft jene des 
Lecithins tberstetgt, zu schheben ist. 

Ist vielleicht Betain in manchen Samenarten ein Reserve- 
stolf fir den Aufbau der Leeithine, deren Menge beim Keimen 
at Lichte®) bedeutend wiichst ? 

Kine solche Zunahme an Lecithin haben beobachtet : 


_—— 


axwell,®) Stoklasa‘’) und Wallerstein’). Ftir die obige 
Annahme wiirde die nahe Verwandtschaft beider Basen in 
chemischer Beziehung sehr wohl sprechen: 

Cholin: OB+CH,+CH,-N(CH,), . OH 

Betain: OH- CO. CH, - N(CH,),OH. 

Cholin ist eine unbestiindige starke Base, wiihrend Betain 
ingewOhnlich stabil und somit auch neutral ist und sich sonst 
besser als Reservestoff elgnen wiirde. 

Ks ist bekannt, dai das betain aus Cholin dureh Oxy- 
dation entsteht.’) Ich habe versucht, das Cholin aus betain 
durch Reduktion zu erhalten, doch gelang dies nicht, selbst bei 
Anwendung der energischsten Keduktionsmittel wie Natrium- 
amalgam und Natrium in AmylalkohollOsung. In der Pflanzen- 
zelle gehen jedoch unter Einwirkung von Licht noch energischere 


') Zeitschrift d. Vereins f. Zuckerind., Bd. XIX, S. 424. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. If, S. 13. 
‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1887, S. 3205. 
*) Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 140. 
Wenn die Samen im Dunkeln keimen, nimmt die Menge des Leci- 
s ab (Schulze und Frankfurter). 
8) Amer. Ch. J., Bd. XIII, S. 16, 428, cit. Czapek, Bd. 1, S. 156. 
Listy Cukrovarniké, Bd. XV, S. 205. 
Chem. Zentralbl. 1897, Bd. I, S. 63. 
Liebreich, Ber. d. Deutsch. chem Ges., Bd. II, S. 12. 
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Reduktionsvorgiinge vor, die nachzuahmen bis jetzt nicht 
lungen ist. 

In den Produkten, welche lange Zeit gemahlen lagerten, 
war auffallig die geringe Menge des Cholins, obwohl das ge- 
samte Cholin sowohl das priformierte, wie das in den Leci- 
thinen enthaltene bestimmt wurde. 

Als ich die Menge des Cholins in den Lecithinen, die nach, 
den Literaturangaben in den entsprechenden Pflanzensamen ent- 
halten sind, berechnete (siehe Tabelle, K. XII.) und mit meinen 
Resultaten verglich, fand ich in einer ganzen Reihe von Fiillen, 
dal} die Menge des Cholins, die in den Lecithinen vorausgesetzt 
wird, weitaus jene tiberwiegt, die ich wirklich gefunden habe. 
Ich bestimmte das Lecithin in den von mir untersuchten Pro- 
dukten nach der Methode von Schulze:!) 

20) ¢?) des auf der Dreefschen Miihle feinstgemahlenen Ma- 
terials wurde im Vakuum tiber Chlorealeium bei 5O0—60° ge- 
trocknet mittels Ather, der iiber Natrium rektifiziert war, ex- 
trahiert, der Riickstand nach der Extraktion im Vakuum yon 
Ather befreit und dreimal mit je 200 ccm absolutem Alkoho! 
ausgekocht. Nachdem wurde der alkoholische Extrakt mit dem 
iitherischen vereinigt, eingedampft und in einer Platinschale 
getrocknet, mittels Soda und Salpeter verbrannt, und in der 
“Schmelze P,O, nach der Molybdiinmethode bestimmt. Die ein- 
gewogene Menge Mg,P,O, ergibt, mit dem Faktor 7,27 multi- 
pliziert, die Menge des Lecithins. Die Resultate sind, wie aus 
der Kolumme X der Tabelle ersichtlich ist, merklich kleiner als 
die in der Literatur angegebenen.*) Man kann annehmen, dal 
das Lecithin wihrend des langen Lagerns der gemahlenen Samen 
in seine Komponenten zerfiel: die Distearyl-(oder Palmity!-) 
glycerinphosphorsiiure, die Glycerinphosphorsaéure oder beide uni 
Cholin, welches, da unbestiindig, einem weiteren Zerfalle unterlag. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 225. 

2, Schulze hat etwa 15 ¢ Substanz und 150 ccm Alkohol a 
wendet; mit Riicksicht auf die geringere Menge Lecithin verwendet: 
zur Bestimmung gréfere Substanzmengen. 

Ich habe auch den Lecithingehalt in frischen Samen best 
Die Resultate niihern sich sehr denen von Schulze. 





oe , F ; ; : , , os 
Uber die quantitative Bestimmung von Cholin und Betain. o+t0 


Fb. J46t sich nicht erwarten, daf es sich bis auf Betain oxydieren 
wiirde, da dieses z. B. in der Erbse und dem Hafer, die unter 
sleichen Bedingungen lagerten, nicht einmal in Spuren ge- 
finden wurde. 

Den Zerfall von Lecithin beim Lagern an der Luft hat 
auch Jaeckle') im Eierteige beobachtet, in welechem nach der 
Menge des Lecithins auf die Menge der Eier resp. des Eigelbes 
muriickgeschlossen wurde. Er wies nach, dafi infolge der Ab- 
naime des Lecithins diese Schlubweise unrichtig ist. 

Die Abnahme an Cholin ist besonders in den 3 letzten 
Fillen der Tabelle auffallig, Im Blattwerk der Zuckerriibe, 
welches etwa 7 Monate an der Luft und Licht lagerte, lief sich 
kein Cholin nachweisen; zur Bestimmung des Lecithins reichte 
leider das Material nicht aus. In einer Probe frischer Blitter 
war die vorhandene Menge Cholin nicht nur fiir das Lecithin 
ausreichend, sondern tiberwog sogar noch. 

Doch selbst die angenommene Abnahme an Lecithin 
erkliirte den Mangel an Cholin nicht vollkommen. In den meisten 
Killen tibertrifft der aus der Lecithinmenge berechnete Cholin- 
cehalt den wirklich gefundenen. Manchmal sind die Differenzen 
klein, sodaB sie auf Versuchsfehler zuriickgefiihrt werden kinnten, 
bei der Linse und den Pferdebohnen handelt es sich um Gramme 
Cholin, die wohl kaum hiitten tibersehen werden konnen. 

Die angefiibrte Divergenz der Resultate kann auf zweierlei 
Weise erklirt werden. Entweder ist in den betreffenden Pro- 
dukten Betainlecithin?) vorhanden oder es kommen in dem 
itherischen und alkoholischen Extrakt phosphorhaltige Stoffe 
vor, die kein Lecithin sind. Vielleicht handelt es sich um die, 
die durch den Zerfall von Lecithin hitten entstehen kéOnnen. 
Die Salze der Distearylglycerinphosphorsiiure sind étherléslich,’) 
die freie Glycerylphosphorsiiure ist in Alkohol lOslich und auch 
ihre Salze sind nicht vollkommen unloslich, wie ich mich durch 
lolgenden Versuch iiberzeugt habe: 

a) 2,3 g Natriumglycerophosphat (50°/oig, Merck) wurde 

*) Zeitschr. f. Unters. v. Nahrungs- u. Genufm., Bd. VII, S. 513 u. 673. 

*) vy. Lippmann, l. ¢. 

‘’) Beilstein, Bd. I, S. 446. 
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in Filtrierpapier aufgesogen und bei 60° im Vakuum getrocki, 
Nach dem Zerreiben wurde 3mal mit 150 ecm mittels Natrium 
entwiisserten Alkohols je !/2 Stunde gekocht, dann _ filtriert: 
beim Abkihlen schied sich kein Niedersehlag ab. Nach dem 
Abdestillieren des Alkohols wurde der Riickstand, wie oly 
mit Soda und Salpeter geschmolzen und die Phosphorsiiure 
bestimmt. Es wurden eingewogen 5,5 mg Mg,P,0, = 40,0 mg 
Lecithin, was auf die gewohnliech verwendete Substanzmens 
(20 ¢) berechnet etwa 0,2°,0 entsprechen wiirde. 

b) 2.0 ¢@ saure Natriumglycerophosphorsaure (von 50 
dargestellt’ durch Siattigen der Glycerophosphorsiure — mitte!s 
Alkali bis) zur alkalischen Reaktion auf Phenolphtalein und 
Zusatz einer gleichen Gewichtsmenge der Saure wurden zu 
sirupdicke eingedampit, in Filtrierpapier aufgenommen und gy 


trocknet. Es wurde gefunden 29,0 mg Mg,P,O,, entsprechen 
PISS me Lecithin oder auf die gewohnlich verwendete Sub- 
stanzmenge (20 ¢) berechnet 1.5%/o. 

KE. Sehulze gibt in seinen Arbeiten tiber Lecithin = an 
daly die gesamten, durch absoluten Alkohol nach seiner Vor- 
schrift ausgelaugten Phosphorverbindungen bis auf einen ga 
ceringen Anteil in Ather loslich sind. Dies wiirde auf Abwesen- 
heit von Glycerinphosphaten in den von Schulze untersuchte 
Samen hinweisen. 

Weitere Versuche sollen zeigen, ob die Ansicht tiber das 
Vorkommen von Betainlecithinen oder sonstigen Stoffen. di 
gwar alkohol- und ditherlOslich, jedoch keineswegs Lecithin 


wiiren, richtig ist. 


Laboratorium der Versuchsstation fiir Zuckerindust 
In Prag. 





Uber Filtration durch tierische Membranen und den Salzgehalt 
des Blutes, verglichen mit dem anderer serdser Flissigkeiten. 
Von 
Arthur F. Hertz, M. B., M. R. Cc. P. Radcliffe travelling Fellow 
of Oxford University 


Mit einer Abbildung tm Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juni 1908.) 


Es ist schon seit lange bekannt, dab der Gehalt an Salzen 
in den Odemfliissigkeiten und in den Transsudaten der serésen 
Hohlen nahe mit dem des Blutserums tbereinstimmt. Doch 
hat Runeberg!) schon vor vielen Jahren gefunden, dab einige 
(imstiinde darauf hinzudeuten scheinen, da diese Uberein- 
stimmung nicht vollkommen genau ist, sondern dal die Trans- 
-udate etwas, wenn auch unbedeutend, mehr anorganische Salze 
enthalten als das Serum, von dem sie herstammen. 

Der durchsehnittliche Gehalt an Chloriden ber 85 Trans- 
sudaten, die von Runeberg analysiert wurden, war 0,67°/0, 
withrend derjenige ftir die 7 untersuchten Blutseren 0,63°, 0 
bhetrug. KFreilich ist dieses Resultat nicht sehr zuverliissig, da 
manche Transsudate, aber keines der Blutseren von an Nieren- 
krankheiten leidenden Patienten entstammten. Da aber der 
Chloridgehait des Blutes und der Transsudate bei Nierenkranken 
hoher ist als bei Patienten mit gesunden Nieren (v. Korany1, 
Strauss), so ist ein von Fiillen mit gesunden Nieren entstam- 
mender Durehsehnittswert des Chloridgehalts des Blutes nicht 
mafgebend fiir Vergleiche mit pathologischen Flissigkeiten, 
von denen viele von Nierenkranken enthommen wurden. 

Strauss?) fand bei Patienten mit gesunden Nieren, dah 
der durchsehnittliche Prozentgehalt an Kochsalz von 5 Blut- 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XXXV, S. 266. 
*) Die chronischen Nierenentziindungen. Berlin 1902. 
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seren 0,58 betrug, wiihrend der von 5 Transsudaten 0,63 be- 
trug: bei Nierenkranken betrug der durchschnittliche Prozeunt- 
gehalt von 10 Blutseren 0,63, wihrend der von 11 Trans- 
sudaten 0,69 betrug. 

Aber in keinem Falle, den Runeberg oder Strauss 
untersuchte, wurde der Vergleich des Salzgehalts zwischen 
Blutserum und Transsudaten, die von demselben Patienten her- 
rihrten, gemacht. Natiirlich kommt es nur selten vor, dal 
solche Vergleiche gemacht werden kénnen. Runeberg zitierte 
die Analysen von C. Schmidt!) als Stiitze fiir die Annahme, 
welche er aus seinen Resultaten ableitete, daB die Transsudate 
einen etwas groOferen Gehalt an anorganischen Salzen als das 
Blutserum zeigen. Aber Schmidts Analysen sind kaum ge- 
eignet, als Stiitze fiir diese Behauptung zu dienen. Nur in 
zwel Fiillen hat er pathologische Fliissigkeiten mit gleichzeitig 
entnommenem Blut verglichen: in beiden Fiillen war die erstere 
der Inhalt einer Vesicatorblase. Der Unterschied in dem einen 
Falle war ganz unbedeutend (0,007°/o); in dem anderen betrug 
der Prozentgehalt der Blasenfliissigkeit an anorganischen Be- 
standteilen 1.02°/o, wihrend der des Blutes nur 0,85°/o betrug. 
Aber Schmidt selbst betonte: «Wollte man die scheinbare 
Steigerung der festen Stoffe in diesem Falle zu physiologischen 
Schliissen benutzen, so wiirde man einen grofen Fehler be- 
gehen, da eine bedeutende Wassermenge durch die mehrere 
Stunden vom Pflaster befreite Epidermis verdunstet war. » 

In einem Falle von chronischer, parenchymatéser Nephritis 
fand Ingelfinger,?) dab der Kochsalzgehalt des aus der Leiche 
entnommenen Herzblutserums 0,73°/o, der der Odemfliissigkei! 
0,78°/o und der der Pericardialfliissigkeit 0,76°/o betrug. 

Obgleich es also noch keinen sicheren Beweis gibt, dal 
die Transsudate und Exsudate regelmiiBig mehr Salze als das 
Blut enthalten, ist es doch sehr wahrscheinlich, da dies 
wenigstens in vielen Fiillen wirklich statthat. 


‘) Charakteristik der epidemischen Cholera gegeniiber verwandten 
Transsudationsanomalien, 8S. 134. Leipzig 1850. 
?) Beitrige zur Pathologie der Niereninsufficienz. Inaug.-Dissert 


Miinchen 1905. 
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Nicht nur die pathologischen Transsudate kénnen mehr 
Salze als das Blutserum enthalten, sondern auch die Lymphe 
los Ductus thoracicus enthilt gew6hnlich mehr Chloride als 


las gleichzeitig entnommene Gesamtblut oder Serum. ') 


Diese Tatsachen stimmen nicht gut mit der Ludwigschen 
physikalischen Lymphbildungstheorie, weil es schwierig zu ver- 
-tehen ist, wie die Losung einer Substanz infolge Filtration 
konzentrierter werden kann. Runeberg?) und Senator’) 
whten sie durch die Beobachtung einer Reihe von Unter- 
whern zu erkliiren, dab bei Filtration von SalzlOsungen durch 
tfierische Membranen auberhalb des Organismus das Filtrat 


Cs 


hiiufig einen etwas groOBeren Prozentgehalt an Salzen besitzt 


als die zu filtrierende urspringliche Fliissigkeit, wenn gleich- 
zeitig Eiweify oder Gummi in der Lésung vorhanden war. 
Hoppe-Seyler*) filtrierte etwas verdiinntes Blutserum, 
dessen Aschengehalt 0,627°/o betrug, durch einen Ureter und 
fand, daB das Filtrat einmal 0,705°/o und bei einem zweiten 
Experiment 0,633°/o Asche enthielt. Diese einzige Beobachtung 
<‘heint nicht mabgebend zu sein, weil der Unterschied zwischen 
den gefundenen Prozentgehalten der beiden Filtrate an Asche 
0.072) groBer ist, als der Unterschied zwischen dem Prozent- 
vehalt der urspriinglichen Flissigkeit und dem Durchschnitt 
des Gehalts der zwei Filtrate (0,042). Infolge dieser Tatsache 
ist es wohl denkbar, dai der beobachtete Unterschied auf 
einen Versuchsfehler zuriickzuftihren ist, eine Modglichkeit, die 
Hoppe-Seyler selbst wegen der sehr kleinen Mengen der Fliissig- 
keiten, die ihm fiir die Analysen zur Verfiigung standen, betonte. 
Schmidt,®) der den Herzbeutel eines Rindes als Membran 
und eine Losung von Gummi und Kochsalz als zu filtrierende 
liissigkeit verwendete, fand, dal bei jedem der vier Experi- 


', Heidenhain, Pflitgers Archiv, Bd. XLIX, S. 275, 1891; Hamb- 
irger, Osmotischer Druck und lIonenlehre, Bd. H, Il. Kapitel, 1904. 
7) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XXXY, 5S. 266. 
Virchows Archiv, Bd. CXI. 
*) Virchows Archiv, Bd. IX, S. 26, 1856. 


Poggendorfs Annalen, Bd. CXIV, 8. 337, 
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mente der Prozentgehalt an Kochsalz der Filtrate etwas eri) 
als der der urspriinglichen Fliissigkeit war. Schmidts Verp- 
suche wurden zur Vermeidung von Fehlern mit grober Soretalt 
angestellt. Da er aber in sechs von sieben Experimenten,!) al- 
weichend von den Resultaten aller anderen Untersucher,?) auch, 
bei der Filtration reiner KochsalzlOsung in dem Filtrat einen 
merklich hoheren Kochsalzgehalt fand, als in der urspriing- 
lichen Losung, so ist es wahrscheinlich, dab etwas Verdunstung 
des Filtrates stattgefunden hat. 

Runeberg*) fand fiir 25 bei verschiedenen Druckgrad 
cemachten Bestimmungen, dab nach der Filtration von ve- 
mischten Eiweib- und Salzljsungen dureh den Darm= \ 
Kaninchen, Schafen und Hunden der Gehalt des Filtrats ay 
festen Bestandteilen, abgesehen vom Eiweib, grofer als de 
der urspringlichen Losung war. Bei dem von ihm gebrauchte 
Apparat wiirde Verdunstung des Filtrats modglich sein, und 
er die Dauer der Experimente nicht erwiihnt, so Ist es schwe 
zu beurteilen, in wie hohem Grade die Resultate davon beein- 
flubt wurden, 

A. Loewy,*) der Schweinsblasen als Membranen_ be- 
niitzte, schliebt aus seinen Resultaten, dai «in weitaus 
Mehrzaht der Fiille das Filtrat an anorganischen Substanzeu 
konzentrierter ist, als die Losung». Doch will es) scheinen. 
dab die von ihm mitgeteilten Experimente nicht zu diesen 
Sehlub berechtigen. In 16 Fiillen hatte das Filtrat einen grdbere 
Prozentgehalt an anorganischen Bestandteiten als die urspriing- 
liche Fliissigkeit, aber in 10 einen kleineren. Wenn unverdiinntes 
Serum mit einem Gehalt an Salzen von 0,908°/o bei 30° filtrier 
wurde, war der Prozentgehalt des Filtrats an anorganische! 
Substanzen bedeutend und zwar auf 0,707 erniedrigt. Im Dur 

'} Poggendorfs Annalen, Bd. XCIX, 8S. 337, 1856 und Bd. CXIV 
S. 337, 1861. 

2) Z. B. Valentin, Repert. fiir Anat. u. Physiol., Bd. VIII, > 
1843: Runeberg, Archiv der Heilkunde, Bd. XVIII, S. 46, 1877. 

Archiv der Heilkunde, Bd. XVIII, S. 55, 1877. 

‘’ Uber den Einflu®& der Temperatur auf die Filtration von Fiv 
losungen durch tierische Membranen. Diss. inaug. Berlin 1885. 
Diese Zeitschrift. Bd. IX, S. 555, 1885. 
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hnitt war bei den 26 Experimenten der Prozentgehalt des 
Filtrats an anorganischen Substanzen um 0,036°/o0 hoher als der 
der urspringlichen Flissigkeit. Bel einem Kontrollversuche, 
dessen Zweck es war, festzustellen, ob die Resultate durch die 
Verdunstung bei héherer Temperatur beeintrichtigt wiirden, fand 
Loewy, dab eine Fliissigkeit das eine Mal bei Anwendung 


t 


er Temperatur von 30° wiihrend der Dauer eines Experi- 
mentes 0.05499 weniger anorganische Bestandteile enthielt, als 
andere Mal ber Anwendung der gewohnlichen Zimmer- 
temperatur. Da diese Verminderung der WKonzentration nicht 
rch Verdunstung verursacht sein konnte, meinte er, dah 
eselbe vielmehr von einem Fehler der Beobachtung, als von 
einem solchen im Apparate herriihre. Wenn freilich der Experi- 
mentalfehler in der Bestimmune des Prozentgehalts an anor- 
canischen Bestandtetlen im Minimum 0,034 betriige. koOnnte 
eine Erhohung des Prozentgehalts des Filtrats um 0.036 gegen 
den der zu filtrierenden Fliissigkeit keine grobe Bedeutung haben. 
Cohnstein?) fand bei zwolf Experimenten, dab eine Serum- 

oder Gummildsung, zu welcher Kochsalz hinzugetiet worden 
uw. nach Filtration eine Verminderunge der Konzentration des 
Kochsalzes zelete, die sich durchschnittlich auf O,11°/o behef, 
ber sechs anderen Experimenten war der Prozentgehalt des 
Filtrats groBer als der der urspriinglichen Fliissigkeit: die dureh- 
hnittliche Vermehrung des Prozentgehalts betrug 0,415. Um 
diese widersprechenden Resultate zu erkldren, nahm Colin- 
stein an, daf der Prozentgehalt des Salzes sich vermindere, 
wenn die Membran diinn sei, aber sich vergrobere, wenn sie 
dick sel. Demgemiih} wurden in der ersten Reihe von zwolt 
Experimenten Ureter, Venen und Schweinsblasen gebraucht, 
wihrend bei den sechs letzten Experimenten Schweinsblasen, 
er als dick bezeichnet, gebraucht wurden, wiihrend die 

bel den fritheren Experimenten verwendeten anscheinend diinn 
waren, Obgleich aber Hoppe-Seyler einen Ureter, welchen 
Cohnstein als diinne Membran bezeichnete, Schmidt den 


Hlerzbeutel eines Rindes. der sicher auch zu den diinnen Mem- 


b 
branen gehort, und Runeberg Diirme von verschiedener Dicke 


', Pfligers Archiv, Bd. LIX, S. 375, 1895. 
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gebrauchten, fanden sie doch, daB der Prozentgehalt an anop- 
ganischen Bestandteilen im Filtrat hOher als in der urspriing- 
lichen Fliissigkeit war. Weiter beobachtete Loewy bei ver- 
schiedenen Experimenten mit derselben Membran bald eine 
Vermehrung, bald eine Verminderung des Prozentgehalts an 
anorganischen Riickstiinden des Filtrats, Unterschiede, die nicht 
von der Temperatur abhiingig waren. Also stimmt Cohnsteins 
Erkliirung seiner widersprechenden Resultate nicht mit den 
Experimenten der anderen Forscher tberein. 

Die gréBere Konzentration des Salzes, die Cohnstein 
beim Filtrieren durch dicke Membranen fand, labt sich viel- 
leicht durch die Moéglichkeit einer stirkeren Verdunstung bei 
liingerer Dauer des Experiments erklaren. Die mittlere Dauer 
der Filtration betrug bei den zwolf Experimenten mit diinnen 
Membranen 46,25 Minuten, wiihrend sie sich bei den sechs 
mit dicken Membranen auf 44 Stunden belief. Cohnstein 
erwiihnt nicht, wie gro die Menge der Filtrate war, aber ver- 
mutlich war die viel liingere Dauer der Filtration durch dicke 
Membranen notwendig, weil dieselbe Menge Filtrats durch diinne 
Membranen schon in ebensoviel Minuten filtrierte als durch 
dicke in Stunden. Um der Verdunstung des Filtrats vorzu- 
beugen, schlof er dasselbe nach oben durch eine Paraffindl- 
schicht ab. Obgleich diese Mafinahme ausreichend ist, wenn 
die Filtration verhiiltnismiibig schnell vor sich geht, erscheint 
sie doch ungeniigend bei starker Verlangsamung derselben. [hn 
diesem Falle kann Verdunstung von der unteren Oberflache 
der Membran stattfinden, bevor sich genitigende Fliissigkeit ge- 
sammelt hat, um einen Tropfen zu bilden, welcher schwer 
eenug ist, in das unterliegende GefiiB zu fallen. Diese Ursache 
der Fehler wird unten eingehender besprochen werden. 

Ks gibt noch eine andere Fehlerquelle bei manchen der 
friiheren Bestimmungen des relativen Salzgehalts in der ur- 
spriinglichen Fliissigkeit und im Filtrate: Hoppe-Seyler, 
Sehmidt und Loewy bestimmten den Prozentgehalt in bezug 
auf das Gewicht, statt in bezug auf das Volumen. Da in jeder 
Kalle das Filtrat weniger EiweifB als die urspriingliche Fliissiz- 
keit enthielt und deshalb ein niedrigeres spezifisches Gewicht 
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hatte, so muBte die Bestimmung des Salzgehaltes in bezug auf 
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das Gewicht im Filtrat einen relativ zu hohen Wert ergeben. 
Diese Fehlerquelle, welche an sich keine grohe Bedeutung hat, 
macht jedoch, wenn sie zu den bereits oben erdrterten hinzu- 
kommt, den Zweifel noch stirker, ob es wirklich einen ge- 


niivenden Beweis dafiir gibt, daB das Filtrat einer gemischten 
kolloidalen und krystalloiden Losung relativ mehr Krystalloide 
als die urspriingliche Flissigkeit enthilt. 


Da nun die Resultate dieser Experimente, auf welche 
Runebergs und Senators theoretische Sehliisse sich stiitzten, 


sehr auffallend und nicht ge- 
niigend gesichert erscheinen, 
so wurden auf Anregung von 
Herrn Professor Fr. Miller 
die folgenden Untersuchungen 
unternommen. 

Bei der Mehrzahl meiner 
Experimente gebrauchte ich 
einen Apparat, der dem von 
dihnlich ist. Das 
untere Ende eines 5cm langen 
G (Fig. 1) von 
ca. 4 em Durchmesser wurde 
mit der betreffenden Mem- 
bran M uberspannt und sah 
Glastrichter F, 
welcher von dem zum Aul- 
fangen des Filtrats dienenden 
Glasgefab W gestiitzt wurde. 
(; war oben mit einem zwel- 
mach = =durchbohrten 


Loewy 


Glasrohres 


aut einem 


Gunmmi- 
durch 
essen eine Offnung das Rohr 


ipsel geschlossen, 

















hindurchging, welches die zu filtrierende Fliissigkeit aus dem 


-ervoir R nach G leitete. und dureh dessen zweite Offnung 
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ich das rechtwinklig gebogene Rohr L hindurehfiihrte. welches 


nur bis zur unteren Stopselfliche reichte und beim Fiilley 
die Luft vollkommen auszutreiben gvestattete. Ein Gummirolip 
wurde an das Glasrohr L angeschlossen, und mit Hilfe ej 
an dem ersteren angebraenten Schraubzwinge konnte man die 
Fliissigkeit’ konstamt und langsam durch den Apparat flie{) 
lassen. Die Filtrationszelle G und das GefiihB Wo waren yon 
einem etwas groberen Glasgefai TH umgeben, dessen Deckel [) 
den doppeltdurchbohrten StoOpsel der Zelle G fest) umschilo 
Die Fliissigkert flob langsam und konstant aus dem Gefiif} Y 
in das Reservoir hinein zum Ersatz fiir die fillrierte und 
dem Rohr LL ausfliebende Fliissigkeit. Das untere Ende = 
Reservoirs Ko war von dem Rohre K durchbohrt, welches d 
Hohe der Fidissigkeit dadurch unveriinderlich erlielt, da es 
die tibersehiissive Menge derselben in das Gefiii T abtlieBen lie! 
In dieser Weise wurde der Druck, welcher die Fliissigkeit: aut 
die Membran austibte, konstant erhalten. 

Bei dem Experiment VII, wo cin Stiiek eines Kalbsdarmes 
als Membran diente, mubte eine Veranderung in dem Appar 
vorgenommen werden. Das untere Ende des Rohres G wurde 
in ein Ende der Darmschlinge hineingefiihrt. wihrend das ander 
Ende derselben dureh ein ahnliches mit GummistOpsel und Abtlu) 
versehenes Rohr geschlossen wurde. In dieser Weise konnte 
die ganze Schlinge mit der langsam flieBenden Fliissigkeit ge- 
fiillt werden. Der Darm mit seinen Ansatzrohren lag in einer 
geschlossenen Schiissel. 

Ber jedem Experiment wurde, um ein einwandt{reies | 
trat zu erhalten, die in der ersten Viertelstunde durchfiltriert: 
Fliissigkeit von weiterer Benutzung fiir die Versuche ausge- 
schlossen. 

Die Chloride wurden nach dem Volumen auf die Vo! 
hardsche Weise bestimmt und auf Chlor berechnet. Wichtig 
war es, daf jetzt auber den Analysen noch die friiher nic! 
mogliche Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung mittels cd: 
Beckmannschen Apparates vorgenommen wurde, wobel 
molekulare Konzentration der urspriinglichen Fliissigkeit 
die des Filtrats mit einander verglichen werden konnten. 
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Der Eiweibgehalt der Eiereiweiblosungen wurde mit dep 
polarimetrischen Methode bestimmt, und der Eiweifgehalt der 
Acitesfliissigkeit mit Hilfe der Kjeldahlschen Stickstoffbestim- 
mung berechnet. Obgleich diese Methoden nicht ganz genau 
sind, geben sie hinreichend vergleichbare Resultate. 

Bei Experiment I bis VII wurde Eiereiweif mit Zusatz yon 
Wasser und Chlornatrium und bei Experiment VIII Ascites- 
fliissigkeit als zu filtrierende Fliissigkeiten gebraucht. 


Experiment VIII. Membran: Diinndarm eines Kalbs. 


Die zu filtrierende Fliissigkeit war Ascitesfliissigkeit mit /\ 0,67 und « 
hielt 0,837 °%o N, 5,231 °%o Eiweif, 0,41 °/o Cl. 











Pract Menge Menge Ei- Eiweif 
inem Dauer des v . 
der les E ; Fil pro N A pro) Ul 
‘s Experiments * le weil 
Hlts- sciaiiaakcinietiaieanacliann trats Stunde * Stunde 
8ig- Ay » ‘ 
eit Stunden cem | ecm 9% | %o in g 
_ 26.1. 7 nachm. \ s ae = _ ; : 
ji ==15 | 125 8,3 0,433 2,71, 0,225 0,41 0,68 
bis 27.1. 10 vorm. J 
nO) 27 1. 10—12%2 2" 195, 7,8 0,601 3,76 0,293 0,40 0,67 
50 12'/2—4 =: 5's | ZO 7.4 0497 311 0,230 0,41 0.66 
5U t—6 = 2 13 6,5 0,511 3,19 0,208 0,41 0.67 
27.1. 6 nachm. = 
50; \ 18 108 6.0 0,483 8.02) 0181 0400.67 
bis 28.1. 12 mittags J 
28.1. 12 mittags 2 _ 
oO a == @i | 418 33 0,539 3,37 0,178 0.41 0.66 
bis 29.1. 9 vorm. f 
dV 29.1. 9—12 -3 15 5,0 0,582 3,64 0,182 0,41 
125 12—3 = 3 30 10,0 0,478 3,00) 0,301 O40 0.66 
125 3—6 a 8 27,5! 9,2 0,483) 3,02) 0,278 0,400.67 
29.1. 6 nachm. ) , 
() ; = 15 — are = = sabe 
bis 30.1. 9 vorm. J 
125 30.1. 9—12 3 39.9 13.3 0,817 511 0,679 0410.67 
125 12—3 _ 325 10.8 0,486 3,04 0331 0.41 
50 3—b 3 155°) 5.2 0/11 319 0166 04! 


Von den 22 analysierten Filtraten zeigten zwei ¢ 
groberen und fiinf einen kleineren Prozentgehalt an Chlor 
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als die urspriingliche Fliissigkeit, aber in jedem Falle war der 
(nterschied nur O,01°/o, liegt also in den Grenzen der Experi- 
mentalfehler. Die Gefrierpunktserniedrigung des Filtrats wurde 
(5 mal bestimmt: sie war dreimal 0,01° groéBer und viermal 
001° kleiner als die der entsprechenden urspriinglichen Fliissig- 
keit. Diese Unterschiede sind klein genug, um unbeachtet bleiben 
zi kOnnen, um so mehr als nur bei einem einzigen Filtrat die 
Bestimmung des Chlors und die der Gefrierpunktserniedrigung 
in demselben Sinne sprachen. Es hat sich also bei diesen 
xperimenten mit Sicherheit feststellen lassen, daly eiweib- 
haltige SalzlOsungen nach der Filtration durch Tier- 
membranen ziemlich genau dieselbe Menge von Salz 
enthalten wie zuvor. 

Nebenbei zeigten meine Experimente die Wirkung von 
Filtration durch tierische Membranen auf den Eiweifgehalt der 
liissigkeit. In jedem Falle fand ich, dab die Menge von 
Kiweif im Filtrate kleiner als in der urspriinglichen 
Fliissigkeit war, eine Beobachtung, die zuerst von Schmidt?) 
[856 gemacht wurde. Zu derselben Zeit beobachtete Schmidt, 
dali der Prozentgehalt des Filtrats an Eiweif bei einer Erhohung 
des Drucks abnahm. Aber in einer zweiten Arbeit?) 1861 kam er, 
ohne Verweisung auf seine friiheren Resultate, zu einem ganz 
widersprechenden Schlusse. Eckhard?) 1877 und Runeberg*) 
im selben Jahre bekamen Resultate, die mit den friiher von 
Schmidt erhaltenen tibereinstimmten. Ferner erhielt Gott- 
walt®) 1880 Resultate, die mit den spiiteren Schliissen von 
Schmidt in Einklang standen, aber Runeberg bewies 1882 §) 
durch eine neue Reithe von Untersuchungen, daf seine friiheren 
Kesultate richtig waren. 

Experiment VIII stiitzt Runebergs Schliisse. Bei einem 
erhohten Druck nahm der Prozentgehalt des Filtrats an Eiweif 
') Poggendorfs Annalen, Bd. XCIX, S. 337. 1856. 

*) Poggendorfs Annalen, Bd. CXIV, S. 337, 1861. 
| Beitrige zur Anat. u. Physiol, Bd. Tu. Il, 1877. 
Arch. f. Heilkunde, Bd. XVIII, S. 46, 1877. 
°} Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 423, 1880. 


Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 508, 1882. 


—~ 


e-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII Pa 
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Kin verminderter Druck hatte eine umgekehrte Folge, wie }x- 
periment V auch zeigt. Wenn ferner der Druck nach einer 


ab, aber das Volumen des Filtrats pro Zeiteinheit nahm zy 


Entlastung wieder zu der urspriinglichen Hohe gehoben wurde. 
waren das Volumen des Filtrats, der Prozentgehalt an Eiwe 
und die Gesamtmenge des letzteren pro Stunde grofer als vorher. 
wihrend eine Periode mit groferem Druck ein entgegengesetz{es 
Resultat hervorbrachte. Eine Verminderung des Drucks also 
verursacht eine Steigerung der Durchlissigkeit fiir Eiweil). 

Die Menge des Filtrats pro Zeiteinheit wihrend  jedes 
Experimentes nahm nach und nach ab. Nach Sehmidt und 
Gottwalt fiel auch der Prozentgehalt an Eiweib withrend eines 
Experimentes: Runeberg beobachtete dasselbe bei einem Druck 
von 100 cm Wasser, fand aber, daBi bei 40 em Druck der Prozent- 
gehalt an Eiweifi gewohnlich zunahbm. Meine Resultate stimmen 
im ganzen mit denen von Runeberg tiberein; bei einer Filtration 
durch eine Sehweinsblase unter einem Druck von 130 em (Ex- 
periment IV) und durch eine Darmschleimhaut bei 70 em Druck 
(Experiment VI) nahm mit der Zeit der Prozentgehalt an Eiwe 
im Filtrate ab: bei Verwendung eines intakten Darmes unter 
einem Druck von 125 em (Experiment VIII) nahm er einma 
ab und einmal ganz unbedeutend zu, wihrend die Gesamtmenge 
des Eiweibes im Filtrate pro Stunde sich verminderte. — Mit 
derselben Membran zeigte der Prozentgehalt kleine und ganz 
unregelmiibige Schwankungen bei 50 em Druck, withrend cic 
Gesamtmenge des Eiweibes pro Stunde mit einer kleinen Unier- 
brechung nach und nach abnahm. 


Bald nach Beendigung dieser Experimente erschien cine 
Arbeit von Filehne und Biberfeld!) in Pfliigers Archi 
Gibt es eine Filtration an tierischen Membranen ?»> Sie schiieben 
aus den Resultaten ihrer Experimente, dai das, was von zal! 
reichen friiheren Experimenten Filtration durch tierische 3! 
branen genannt wurde, in Wirklichkeit das Durehflieben 
Fliissigkeit durch die nach dem Tode entstandenen Locher 





fliigers Archiv, Bd. CXI, S. 1, 1906. 
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und daB es im Organismus iiberhaupt keine Filtration durch 
Membranen gibt. 

Die Hauptexperimente, welche zu diesem merkwiirdigen 
SchluB fiihrten, wurden mit dem Hiiutchen von Hiihnereiern, 
mit Pergamentpapier und Gelatinemembranen gemacht. Die 
Zahl und Auswahl der verwendeten Membranen scheint mir 
nicht geniigend, um in einer so wichtigen Frage zu einer Ent- 
scheidung zu berechtigen. Nach der gewoOhnlichen Annahme 
ist die Filtration ein Faktor beim Durchgang von Fliissigkeiten 
durch viele Membranen des lebenden TierkOrpers; zur experi- 
mentellen Untersuchung tiber Filtration auferhalb des Korpers 
miuften mindestens einige solche Membranen gewiihlt werden. 
Aber die einzige natiirliche Membran, die Filehne und Biber- 
feld benutzten, war das Hiiutchen von Hiihnereiern, dessen 
einzige Funktion es ist, eine Filtration des Inhalts nach auben 
zu verhindern. Es ist daher wahrscheinlich, da} diese Membran 
auch weniger durchliissig und daher ungeeigneter zu Filtrations- 
experimenten ist, als manche andere tierische Membranen. Bei 
einem Druck von nur 40 mm Hg, wie Filehne und Biberfeld 
ihn gebrauchen muften, wollten sie anders eine Zerreifbung 

Kimembran vermeiden, mul} die Moglichkeit einer Fil- 
tration tberhaupt angezweifelt werden. Dabei ist aber noch 
gar nicht bewiesen, dali andere tierische Membranen sich ebenso 
verhalten. 

Aber es ist mir gelungen, Beweise dafiir zu erhalten, 
dal) Fliissigkeit durch das unverletzte Hiiutchen von Hihner- 
elern durchfiltriert werden kann. Ich habe nach dem Vorgang 
von Filehne und Biberfeld zu den zu filtrierenden Fliissig- 
kKeiten chinesische Tusche hinzugefiigt: der Durchgang einer 
schwarzen Fliissigkeit wiirde Beweis dafiir sein, dafi Locher 

den Membranen vorhanden sind. Statt das Hiiutchen in der 
von Filehne und Biberfeld angewandten Weise fiir einen 
negativen Druck zu priparieren, habe ich ein moglichst grobes 
Stuck des Hiiutchens von der Eischale entfernt; dann habe ich 
dus Eiweifi mit destilliertem Wasser weggespiilt und habe die 
Membran an dem unteren offenen Ende eines langen Glas- 
houres von 1,2 cm Durchmesser mit einer Schnur und einem 
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kurzen Gummirohre befestigt.!) Die zu filtrierende Fliissigko; 
wurde in das Rohr, welches senkrecht fixiert war, gegossen. 
Die Membran unterstiitzte ich mit Drahtgaze, um einen vie! 
groferen Druck, als Filehne und Biberfeld bei ihren Ex- 
perimenten, in Anwendung bringen zu konnen. Es gelang mir 
lbrigens in der Folge (vgl. Exp. IX, Xa u. XI), mit einem Druck 
der noch niedriger war als der von Filehne und Biberfeld 
angewandte, ein Filtrat zu erhalten. Die Fliissigkeit sammelte 
sich in einem Glasgefaéib, das wieder die Drahtgaze stiitzte. Fiir 


































die Experimente IX und X wurde dieselbe Membran gebraucht, 
eine neue fiir Experiment XI. 


Experiment IX. Ich suchte Wasser mit einem Zusatz von chine- 
sischer Tusche, der geniigte, um dasselbe tiefschwarz zu fiirben, bei einem 
Druck von 46 em zu filtrieren. 

Nach sechs Stunden waren 14 ccm ganz reines Wass: 
durch die Membran hindurchgegangen. 

Experiment X. Die zu filtrierende Fliissigkeit war verdiinnt: 
Fiereiweiflésung mit Zusatz von Salz und chinesischer Tusche. 

a) Die Fliissigkeit stand 24 em hoch. Nach 24 Stunden wa 
Hohe der Fliissigkeit in dem senkrechten Rohr um 4 mm 
fallen, was einer Menge von 0,46 ccm entspricht, aber in dem unt 
stehenden GefiffK hatte sich keine Flissigkeit gesammelt. 

Das Sinken der Fliissigkeit wurde nicht durch Verdunstung 
Rohre verursacht, denn in einem Kontrollrohre betrug die Veranderng 
der Hohe des Inhalts nach 24 Stunden weniger als 1 mm. Also muft 
etwas Fliissigkeit durch das Hiutchen hindurchgegangen sein. Wegen 
der sehr langsamen Filtration (etwa 0,004 ccm pro Stunde und pro Quadrat- 
zentimeter) kénnte es wohl modglich sein, daf§ eine Verdunstung an ci 
unteren Oberfliiche der Membran schnell genug stattfand. um die An- 
sammlung eines Trépfchens zu verhiiten, welches schwer genug gewesen 
wiire, um sich von der Membran und der Drahtgaze zu trennen und in 
das unterliegende Gefaéif zu tropfen. 

b) Bei dem zweiten Versuch betrug der Druck 62 cm der Filiiss 
keit. Nach 24 Stunden war die Héhe der Fliissigkeit in dem se! 
rechten Rohr um 3 mm, die etwa 0,384 ccm entsprechen, gefall: 
trotzdem hatte sich wieder keine Fliissigkeit in dem unterstehenden Ge 
anvesammelt. Dieses Resultat erkliirt sich wahrscheinlich auf dies: 
Weise wie das des ersten Experiments. Die Ursache dafiir, daft t) 
héheren Drucks weniger Filtrat (etwa 0,003 ccm pro Stunde und 





Der Durchmesser der unteren 35 ecm des Rohres war aber 2 
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-adratzentimeter) erhalten wurde. ergibt sich aus der Tatsache, daf 
‘ie Filtration einer eiweifhaltigen Fliissigkeit nach und nach unter einem 
konstanten Druck langsamer wird, und auch der gréfere Druck in diesem 
Palle noch ungeniigend war, dieses Hindernis zu tberwinden. 

Experiment XI. Dieselbe Flissigkeit wie bei Experiment X wurde 
repraucht. 

Bei diesem Experiment wurden besondere Mafinahmen 
cetroffen, um die Modglichkeit der Verdunstung an der unteren 
Obertliche der Membran zu vermeiden. Das SammelgefaB hatte 
enau denselben Durchmesser wie das untere Ende des senk- 
rechten Rohres, und seine Hohe betrug nur 2,2 em. Die Draht- 
caze wurde weggelassen und das SammelgefiifS genau unter dem 
senkrechten Glasrohr mit einem kurzen Gummirohr fixiert. Also 
filtrierte die Fliissigkeit in einen geschlossenen Raum hinein. 
Der Druck betrug 48,5 cm der Fliissigkeit. 

Nach 24 Stunden waren 0,3 ccm ganz klarer Fliissig- 
keit durch die Membran hindurchgegangen. 

Die Erniedrigung des Druckes oberhalb der Membran war 
ganz unbedeutend (0,3 mm der Fliissigkeit). Der Inhalt des 
Sammelgefiibes aber betrug 6,9 cem, wovon 0,3 ccm am Ende 
des Experiments mit dem Filtrat gefiillt waren. Also enthielt 
das GefiB am Ende des Experimentes nur etwa 
spriinglichen Volumens der Luft. Da es luftdicht geschlossen 
war, muf der Druck darin sich bis zu etwa 46,5 em Wasser 
erhoht haben. Nun betrug der Druck oberhalb der Membran 
ain Ende der 24 Stunden etwa 48,5 cm Wasser; der Filtrations- 
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/og des ur- 


druek betrug also schlieBlich nur etwa 2 cm Wasser. 

Experiment XI beweist also, dah die Filtration von ver- 
diinnter Eiereiweibldsung durch das Hiiutchen von Hiihnereiern 
bei jedem Druck zwischen etwa 2 cm und 48,5 cm Wasser 
stattfinden kann, 

Aus den Resultaten dieser Experimente liébt sich das 
scheinbare Ausbleiben einer Filtration bei den Experimenten 
von Filehne und Biberfeld durch die Verdunstung an der 
unteren Oberflache der Membran, wie bei den Experimenten 
\ aundb, erkliren. Sie scheinen keine Messung des Volumens 
der Fliissigkeit oberhalb der Membran vor und nach dem Experi- 
mente gemacht zu haben, und diese Messung war bei den 
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Experimenten X a und b der einzige Beweis, dab eine Fjj- 
tration stattgefunden hatte. 

Es erscheint prinzipiell unzuliissig, wenn Filehne und 
Biberfeld die Resultate der mit Pergamentpapier und Gelatine- 
membranen durchgefiihrten Experimente ohne weiteres auf Tier- 
membranen iibertragen, denn solche kiinstliche Erzeugnisse 
unterscheiden sich sehr von den im Organismus vorhandenen 
Membranen. 

Das Hiiutchen des Hiihnereies war die einzige Tiermembran, 
die Filehne und Biberfeld fiir ihre Experimente brauchten, 
weil sie annahmen, dai das Epithel, resp. Endothel der Harn- 
blasen, Venen, Uretheren und anderer gewohnlich ftir Filtrations- 
experimente gebrauchter Organe sich nach dem Tode so schnell 
veriindere, daf} es keine zusammenhiingende Schicht mehr bildet, 
und ferner, daf das ubrige Gewebe der noch lebenden Wand 
keine «wirklich homogene Membran» ist. Es ist ja wohl be- 
kannt, dab sehr bald nach dem Tode Verinderungen in der 
Struktur der Gewebe stattfinden, aber wenn diese nab erhalten 
werden, verindert sich die epitheliale Oberfliche fiir eine liingere 
Zeit kaum. Es ist auch richtig, dab die anderen Schichten 
solcher Organe, wie Blasen und Venen, nicht homogen sind, 
aber eine Epithel- oder Endotheloberfliche ist auch nicht homogen. 
Es hat fernen gar keinen Zweck, die Filtrationsexperimente auf 
«wirklich homogene Membranen», wie das Hiiutchen der Hiihner- 
eier, zu beschriinken, denn derartige Membranen spielen im 
Organismus keine nennenswerte Rolle; vielmehr sind diejenigen 
tierischen Membranen, bei denen die Frage der Moglichkeit 
einer Filtration von Bedeutung ist, nicht in strengem Sinne 
homogen. 

Filehne und Biberfeld machten zwei Proben, um fest- 
zustellen, ob ihre Gelatinemembranen Locher hiitten. Sie mischten 
jedesmal fein zerriebene chinesische Tusche mit der Filtricr- 
fliissigkeit. «Gingen beim Versuche, zu filtrieren, diese kleinsten 
korpuskuliiren Elemente mit hindurch, so mufte man der be- 
nutzten Membran den Charakter als homogen absprechen. 
Ferner brachten sie den Gelatinezylinder vor und nach dem 
Versuche unter Wasser und bliesen unter miihigem Druck Lui 
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durch den rOhrenformigen Ansatz ein. Am Aufsteigen von Luft 
konnten sie so auch die kleinsten Locher erkennen. Wenn 
diese Proben fiir die Gelatinemembranen geniigen, so miissen sie 
auch fiir tierische Membranen hinreichend sein. Deshalb setzte 
ch bei den obenerwiihnten Eimembranversuchen chinesische 
Tusche zu der Fliissigkeit, ebenso bei der nachfolgenden Reihe 
von Experimenten, deren Zweck es war, zu ermitteln, ob Fil- 
tration durch verschiedene Tiermembranen, welche die Probe 
von Filehne und Biberfeld bestehen, dennoch stattfindet. 

Bei den Experimenten XII und XII] war der benutzte 
Apparat derselbe wie bei dem Experimente I: beim Experi- 
mente XIV war der Apparat ebenso angeordnet wie beim 
Experimente VIL. 

Experiment XII. Ein Stiick der Milzkapsel eines Kalbes mit 
Peritonealbedeckung, dessen Flichenmafs 9 qcm betrug, diente als Membran. 

a) Die zu filtrierende Fliissigkeit war verdiinnte chinesische Tusche; 
der Druck der Filtration betrug 90 cm der Fliissigkeit. 

Nach 3 Stunden waren 4.5 cem ganz klaren Wassers hindurch- 
regangen. 

b) Die zu filtrierende Fliissigkeit war Eiereiweiflésung mit Zusatz von 
Salz und chinesischer Tusche; der Filtrationsdruck betrug 90 em, 

Nach 24 Stunden waren 7,5 ccm ganz klarer Fliissigkeit hindurch- 
rersangen. 

Experiment XIII. Die Membran war der sehnige Teil des 
Zwerchfells eines Kalbes, ohne serdse Bedeckungen, von derselben 
Grofe wie die Milzkapsel. Dieselbe Fliissigkeit wie beim Experiment IV b) 
wurde benutzt; O,87°/o NaCl war darin vorhanden. Der Filtrationsdruck 
betrug 160 cm der Fliissigkeit. 

Nach 24 Stunden waren 2,7 ccm klarer Fliissigkeit, deren Prozent- 
cehalt an Salz auch 0,87 betrug, hindurchgegangen. 

Experiment XIV. Die benutzte Membram war die Speiseréhre 
eines Kalbes, deren Flichenmafs etwa 70 qem betrug, und die Flissigkeit 
war dieselbe wie beim Experimente V. Der Druck betrug 140 em der 
Fliissigkeit. 

Nach 24 Stunden waren 6,4 ccm ganz klarer Fliissigkeit hindurch- 
egangen. 

Der Zusatz der chinesischen Tusche zu der zu filtrierenden 
liissigkeit ist keineswegs notwendig, um das Fehlen der Locher 


den Membranen zu beweisen. Die bei den Experimenten I 
bis Vil verwendete verdiinnte Eiereiweiflésung war etwas triibe, 
elbst nachdem sie durch gewohnliches Filtrierpapier hindurch- 
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gegangen war, aber das Filtrat war in allen Fallen ganz klar. 
Die Tribung wurde durch Teilchen, die wahrscheinlich nicht 
grober als die der Tusche waren, veranlaft. Ferner ist ein 
Molekiil Eiweif h6chstwahrscheinlich kleiner als ein Teilchey 
































chinesischer Tusche: aber alle Forscher stimmen darin tiberejn. 
dafi das Filtrat durch tierische Membranen weniger Eiweif ent- 
halt, als die urspriingliche Fliissigkeit. 

Filehne und Biberfeld gestehen zu, dab Durchgang 
von Fliissigkeit vielleicht durch serése Hiiute stattfindet, weil 
sie annehmen, da diese nicht wirklich homogene Membranen 
sind, da bekanntlich selbst korpuskulire Teilchen durch. sie 
hindurchgehen. Aber Stomata sind nur in einigen Teilen der 
serdsen Hitute vorhanden; die letzteren sind an den meisten 
Stellen fiir ungelOste Teilchen undurchlissig. Das nachfolgende 
Experiment macht es, wenn der histologische Beweis hinzu- 
kommt, sehr wahrscheinlich, dai es in Hinsicht auf die Filtration 
keinen bedeutenden Unterschied zwischen serdsen Hiiuten und 
anderen Membranen gibt. 

Experiment XV. Die verwendete Fliissigkeit war eine Elereiweif 
lisung mit Zusatz von chinesischer Tusche; der Filtrationsdruck betrug 
13% cm der Fliissigkeit. Ich benutzte ein Stiick eines Kalbsbrustfells 
dessen Fliichenmafi 9 qem betrug, als Membran. Der Apparat wurde 
ebenso angeordnet wie beim Experimente I. 

Nach 12 Stunden waren 6,5 ccm ganz klarer Flissigkeit hindurc! 
gegangen. 

SchluBbsiitze. 

1. Es gibt eine echte Filtration durch tierische 
Membranen. 

2. Der Eiweibgehalt von Lésungen nimmt bei der 
Filtration durch tierische Membranen ab. 

3. Der Salzgehalt von eiweibfreien wie von eiweil- 
haltigen Salzlésungen bleibt bei der Filtration dure) 
tierische Membranen unverindert. 

Zum Schlusse sei es mir gestattet, Herrn Prof. Fr. Miller 
und Herrn Dr. Neubauer fiir giitige Beihilfe bei meiner Arbei! 
zu danken. Herrn Prof. Miiller bin ich auch fiir die Erlaubnis, 
meine Untersuchungen im Laboratorium seiner Klinik auszu- 
fiihren, zum warmsten Dank verpflichtet. 





























Uber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen. 
II]. Mitteilung. 
Von 
R. O. Herzog. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1906.) 


1. G. Bredig hat wohl zuerst mit aller Deutlichkeit aus- 
gesprochen, dah die Katalyse durch Fermente in einem mikro- 
heterogenen Medium!) stattfinde, damit war auch angedeutet, 
dali der Verlauf der Fermentreaktionen, welcher nicht den ein- 
fachen Formeln der chemischen Dynamik?) entspricht, bedingt 
sein konnte durch den kolloidalen Charakter der Enzyme. In 
der Reaktion |Wasserstoffsuperoxyd — kolloidales Platin| hatte 
Bredig ein geradezu ideales Modell der Fermentreaktionen ge- 
funden. Senter,’) Issajew,*) Feitelowitz,*®) Euler®) ua. 
haben in den letzten Jahren die Reaktion {H,O0, —- H,0,-spal- 
tendes Ferment|*) untersucht, ohne (wenigstens in gewissem 
Konzentrationsbereich) irgend einen wesentlichen Unterschied 
zwischen dieser und der von Bredig untersuchten Reaktion 
zu finden. Es hat sich gezeigt, dali der Reaktionsverlauf mit 
geniigender Genauigkeit durch eine Gleichung von der Form 
dargestellt wird, die fiir eine Reaktion erster Ordnung gilt. 

Anders liegt der Fall aber bei allen anderen Ferment- 
reaktionen, die bisher untersucht wurden; in allen Fiillen gilt 

') Anorg. Fermente u. in den Ergebn. d. Physiologie, Bd. I, 5. 134, 
1902), — Die hier diskutierten Verhiltnisse gelten natiirlich nur fir 
homogene Lisungen des Substrates. 

Vel. Tammann, Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 271 (1892). 
°) Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. XLIV, S. 257 (1903), und 
LI. S. 673 (1905). 

‘, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 102 (1904). 

°) Diss. Heidelberg 1904. 

®°, Hofmeisters Beitr., Bd. VII, S. 1 (1905), 


Vielleicht empfiehlt sich zur Abkiirzung diese Schreibweise. 
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die Regel, dah bei gleichbleibenden Fermentmengen der 
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Umsatz in Prozenten der Substratkonzentration ans- 


























gedrickt mit Erhohung der Substratmenge abnimmt.:! 
Ferner gilt in vielen Fallen fiir den Reaktionsverlauf nicht die 
einfache Formel 

dx 

at 


sondern es bedarf gewisser Korrektionsglieder, um den Vor- 


: k (a — x), 1) 


gang zu beschreiben. Zuniichst hat V. Henri?) gezeigt, daf 
der Reaktion |Rohrzucker — Invertin] die Formel 
= = (k, + k, x) (a — x) 2) 
seniigt: dann habe ich die Funktion 
a = (k, — k, x) (a — x) 3) 
fiir die Reaktion | Glukoside — Emulsin]| gegeben.?) Beide Formeln 
sind auch fiir andere Reaktionen anwendbar. Wie ersichtlich, 
sind sie aus der Annahme abgeleitet, dab die entstehenden 
Reaktionsprodukte auf die Geschwindigkeit des Umsatzes Einflu{) 
nehmen, ein Vorgang, auf den schon Tammann‘) hingewiesen hat, 
Henri hat sehr bald seine erste Formel (2) aufgegeben, 
die zur Konsequenz fiihren mubte, eine Funktion F (k, a) zu 
suchen,®) und nahm im Anschluf an einen Gedanken boden- 
steins Bindungen zwischen Substrat sowie Spaltungsprodukten 
mit dem Ferment an, die durch das Massenwirkungsgesetz be- 
herrsecht sein sollten,®) eine Annahme, die fiir kolloidale Lo- 
sungen Schwierigkeiten bot. Herr Henri hat weiterhin auch 
diesen Weg verlassen und stellt sich jetzt vor:*) «Wir haben 


') Die Giiltigkeit der Regel ist nachgewiesen fiir die Reaktionen 
[Rohrzucker — Invertin], {Maltose — Maltase], [Milchzucker — Laktas 
(Starke — Diastase}, |Glukoside — Emulsin]}, [Harnstoff— Urease}], [Protein 
Proteolytische Enzyme], {[Hexosen — Zymase], [Fette — Lipase]. 

*) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. XXXIX, 8S. 194 (1902). 

Konink. Akad. v. Wetensch. te Amsterdam. Sitzungsber. 
21. Oktober 1903. 

jee 
>) Vgl. Henri, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. XXXIX, S. 215.1" 
6) Lois générales. Vgl. auch Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 8.437 (100) 


‘) Zeitschrift f. phvsik. Chemie, Bd. LI, S. 19 (1905). 
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drei Hauptbestandteile, in die sich eine Enzymwirkung einteilen 
lift: 1. das Verteilungsgesetz zwischen dem Kolloid und der 
Lisung: 2. die Geschwindigkeit, mit der sich diese Verteilung 
ejnstellt; 3. die Reaktionsgeschwindigkeit selbst. Dazu miissen 
wir noch hinzufiigen den Einflu{B anderer Korper (unter denen 
die Reaktionsprodukte stehen) auf diese drei Vorgiinge.»!) Die 
mathematische Formulierung?) fiihrt zur Gleichung: 


— I I —k, t I —k,t 
-_=s : k,— ; ; , <i k — e 8 
a k,— k, |( ° =r ' ( [+ ae | 


Der Verfasser bemerkt dazu aber, «dal dies nur als erste 
Skizze aufgefabt werden kann, die einer niiheren griindlicheren 
Bearbeitung bedarf». 3) 

Auber Henri haben in den letzten Jahren noch Baren- 
drecht*) und Visser ®) versucht, die Geschwindigkeit der Ferment- 
reaktionen mathematisch zu beschreiben. Barendrecht ent- 
wickelt die Vorstellung, die Enzyme bewirkten durch Strahlung 
die Spaltung der Stoffe. Er erhalt die Gleichung: 


k = : | —n)y-+nin | 
- 3 [—y 


a—x 
(: und n Konstante, v 
P X 


Herr Visser®) zeigt, daB die Gleichung identisch ist mit 
der von Bodenstein*) gegebenen, und von dieser hat Henri*) 
nachgewiesen, daf sie nicht ausreicht. 

Visser®) geht davon aus, daf die Fermentreaktionen zu 
einem Gleichgewicht zwischen Substrat und Spaltungsprodukten 
tiihren, und stellt die gemessene Reaktionsgeschwindigkeit als 
Differenz beider entgegengerichteter Umsiitze dar. Das fiihrt 
bei der Annahme, dai die Konzentrationsiinderung mit der Zeit 
lortwahrend der Enzymintensitaét proportional ist, zur Gleichung 

)} Das., 5. 32. 

2) Zeitschrift f. Elektrocnemie, Bd. XI, S. 790 (1905). 

*) Das., S. 793. 

*) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. XLIX, S. 456 (1904). 

*) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. LI, S. 257 (1905). 

®) Das., S. 286. 

Henri, Lois générales. 
Das. 
















































R. O. Herzog, 


= I [k,Q — k, (C, — C)* 

C, die Anfangskonzentration, C die Konzentration zur Zei| 
I Intensitét des Enzyms, k, k, Konstante.) 

Die Intensitét wird dann durch empirische Formeln als 
Funktion von C und C, ausgedriickt; ferner wird die Forme! 
fiir das chemische Gleichgewicht gegeben. 

Gegen diese Ausfiihrungen kann aber einiges eingewende 
werden. Einmal liegen die Gleichgewichtsbedingungen bei den 
Fermentreaktionen recht kompliziert: bei der Reversion scheinen 
sich leicht Isomere des Stoffes zu bilden, der urspriinglich ye- 
spalten wurde; !) auferdem treten erfahrungsmiibig die Erschei- 
nungen des sogenannten «falschen Gleichgewichts» ein, das von 
der Fermentkonzentration abhingig zu sein scheint.2) Gerade 
fur die Inversion des Rohrzuckers, die Hr. Visser behandel! 
hat, fehlt der sichere experimentelle Beweis fiir die Synthese 
bisher. Endlich fiihrt das Formelmaterial aber gar nicht dahin, 
da die endgiiltig erhaltene Geschwindigkeitskonstante von der 
Substratkonzentration unabhiingig wire (Henri). 3) 

Auch auf die Studien Armstrongs*) moge noch _ hinge- 
wiesen sein, 

2. Vor Vissers, Barendrechts und Henris letzte: 
Formulierung habe ich in dieser Zeitschrift®) einen Versuch 


') Vel. Zeitschrift f. allgem. Physiologie, Bd. IV, S. 193 (1904), 

*) Vel. Tammann, |. c.; ferner Bodenstein, Internat. Kongr. 
Chem. Rom 1906. 

4) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. LI, 8. 26 (1905). 

4) Proc. Roy. Soc., Bd. LXXIII, S. 500, 516, 526; Bd. LXAIV, 
S. 184, 188, 195 (1904). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 416 (1904); das., Bd. XLIII, S. 222 
(1904). — In meiner etwas spiiter verfaften Habilitationsschrift (Heid: 
berg, Mirz 1905) habe ich wohl richtiger als in der Publikation stat! 
Viskositit n die Durchflufzeit 8 durch die Kapillaren geschrieben. Es heh 
demnach: «Ist die Durchtflufzeit einer L6sung von a durch eine Kapillar 
durch welche dasselbe Volumen Wasser die Durchflufizeit 1° gebrauc! 


; , 4 a 
und m eine Konstante, so setzen wir k = (, , . Es bleibt 1 
( 


die Aufgabe, 5 als Funktion von a anzugeben, dazu kann die beka 
Forme] R -+ Aa + Ba? + Ca® dienen, wo R = 1 gesetzt ist.» 
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etwas anderer Art gemacht, fiir die Funktion F (k,a) einen Aus- 
druck zu finden und auf den Anschauungen Bredigs und 
Vernsts fubend den ersten Weg Henris fortzusetzen. Handelt 
es sich bei den Fermentreaktionen wirklich um ein heterogenes 
Medium, dann durfte es nicht wundernehmen, wenn die einfache 
Form des Massenwirkungsgesetzes fiir homogene LOsungen nicht 
anwendbar erscheint! 

Der Kolloidcharakter der Fermente ist bisher wohl kaum 
strittig, da sie die den kolloidalen Losungen  eigentiimlichen 

reversibeln Zustandsiinderungen und anderen Eigenschaften 
zeiven.!) Ganz allgemein stellt man sich heute wohl vor, dab 
der Ubergang von krystalloiden iiber kolloide Lsungen zu Suspen- 
sionen stetig sel, abhangig von der Grobe der Teilchen.  Fiir 
die Typen solecher Systeme sind gewisse Eigenschaften geniigend 
charakteristisch, dagegen ist die Abgrenzung der Ubergangsformen 
oft recht schwierig:?) so braucht zwischen den Eigenschaften 
der «LOsungen» hochmolekularer Stoffe und ultramikroskopischer 
Suspensionen kein Unterschied zu sein. Meistens nimmt man 
wohl an, daBh die FermentlOsungen ihren Eigenschaften nach 
diesen Ubergangsgliedern sehr nahe stehen: dann darf man aber 
lie Kigenschaften heterogener Systeme erwarten. 

Nun ist die Frage, inwieweit die Nernstsche Formel in 
unseren Fiéllen prinzipiell angewendet werden darf. 

In der «Thermodynamik technischer Gasreaktionen» ent- 
wickelt F. Haber sehr klar:3) «Die Nernstsche Theorie der 
eaktionsgeschwindigkeiten an heterogenen Fliichen, die Brunner 

') Vel. dazu Bredig, Anorganische Fermente, und Zsigmondy, 
Zur Kenntnis der Kolloide (1905). 

2) Das., S. 10 u. ff. — Herr Euler (Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 
S. 443 [1905]) halt freilich die Katalaseldsungen fiir ein homogenes System, 
hon gerade hier die Analogie mit Bredigs kolloidalem Platin in jeder 
Weise hervortritt. Fir Bredigs Sol laft sich die Heterogenitéit bekannt- 

mit dem Ultramikroskop einwandsfrei beweisen, fiir die Ferment- 

en ist das freilich ausgeschlossen, da solange reine LOsungen 

n — der Einwurf berechtigt erscheint, dafi Beimengungen das Sicht- 

re seien. — Ubrigens dirfte die Anschauung Eulers heute ziemlich 

nzelt dastehen. Vgl. dazu auch Senter, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 
127 (1906). 


». 237. 
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bestiitigt hat, gilt fiir den Grenzfall, dab die spezifisch-chemische; 
Einfliisse, welche den Vorgang zu einem langsamen macijen 
entfallen. Sie lehrt uns, wie die Diffusionsgeschwindiske;; 
quantitativ die Umsatzgeschwindigkeit bestimmt, sofern die 
Diffusionsgeschwindigkeit die mabgebliche ist. Dies trifft immer 
zu, wenn die chemische Geschwindigkeit sehr grofi gegen die 
Diffusionsgeschwindigkeit ist.» !) Fur unsere Fille ist es nun 
sehr schwierig, wenn nicht unmdglich, sich tiber diese Ver- 
hiiltnisse ein sicheres Urteil zu bilden. 

Sand?) und G. Senter’) haben sich mit der Frage jn 
dem von Bredig untersuchten Fall beschiiftigt: der wihr- 
scheinlichste SchlubB ist, dah KonvektionsstrOme eine wesentliche 
Rolle spielen und die Diffusionsgeschwindigkeit im Verhiiltuis 
zur Reaktionsgeschwindigkeit klein ist. Eine Ansicht, wie die Ver- 
hiiltnisse bei den Fermentreaktionen legen, ist vorliufig schwe! lich 


sicher zu begriinden. Die Temperaturkoeffizienten der Ferment 
reaktionen lassen sich zur Entscheidung kaum herbeiziehen. 
ja in keiner Weise vorhergesagt werden kann, wie die Bewegung 
(das «Riihren») der Kolloidteilchen durch die Temperatur beein- 
flubt werden mag. Aus ultramikroskopischen Beobachtungen. 
wie sie Bredig!) soeben mitgeteilt hat, folgt ein ganz bedeuten- 
der KinfluB. Ferner sind z. B. die Temperaturkoeffizienten 
Fermentreaktionen ganz allgemein fiir tiefere Temperaturen |» 
deutend grofer als fiir hohere. bei mittleren Temperatii 
sind gerade die Temperaturkoeffizienten der Reaktionen in Losing 
ziemlich klein (was eben als Grund fiir Diffusionsvorgiinge 

1) Herr Euler (i. ¢., S. 442) schlieft aus der Kleinheit de 
messenen Geschwindigkeitskonstanten, dafs dies fiir die Fermentreak 
nicht gelten kénne, ein Gedankengang, den Herr Senter bereits 
gewiesen hat. |. ¢. 

Auch Eulers SchlufS von den Versuchen Sjéqvists aul 
Verlauf in «<homogenen Systemen» ist unstatthaft nach den Resu 
Dauwes (Hofmeisters Beitr., Bd. VI, S. 456 [1905)), welche tb: 
Komplikation der hier herrschenden Verhiiltnisse orientieren. 

Zeitschrift f. phvsik. Chemie, Bd. LI, S. 641 (1905). 

Das., Bd. LH, S. 737 (1905) u. Journ. of Physic. Chem., Vi 
S. 311 (1905). 

Zeitschrift fir Elektrochemie, Bd. XII (Hauptvers. d. D. Buns 


u Dresden 1906). 
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selten kénnte), groB sind nur die Koeffizienten der Reaktionen, 

denen es sich um AuflOdsung oder Fillung von Kolloiden 
handelt, sowie die der Zymasewirkung, bei der es sich aber um 
eine Folgereaktion handeln soll.?) 

Herr Henri?) hat die Anwendbarkeit der Nernstschen 
Formel auf Grund einer Berechnung geleugnet: durch Einsetzung 
der gefundenen Reaktionsgeschwindigkeiten und abgeschiitzter 
Werte fiir die Oberfliiche des Kolloids sowie der Diffusions- 
konstanten des Substrates wurden niimlich unmdgliche Werte 


1} Buchner und Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 


Bd. XXXVI, 8S. 417 (14901). Daten fiir die Temperaturkoeff., s. Zeitschrift 

Phvsiol., Bd. IV. |. ¢, auch Senter, Journ. of Physic. Chem., 
IX, S. 317 (1905). — Genaueres und eingehenderes experimentelles 
\Y 


Material denke ich nichstens mitzutetlen. 
2) Zeitschrift f. Elektrochem., Bd. XI, S. 790 (1905). Herr Henri 
bt (Zeitschrift f physik, Chemie, Bd. LI, S. 27 [1905]) noch andere 


Einwiirfe, die hier beantwortet sein mogen: 
Ad 1. Statt in der Forme! R Aa + Ba? + Ca* «R = 0» zu 
izen, ist vielleicht in der Tat besser zu schreiben 8 — 1, wie nun S. 368 
Anm. 5 geschehen ist. 


Ad 2. Aus den Werten A, B. C kann man, da ja die Aktivitiit 
s Enzyms variabel ist, nieht direkt die Viskositéiten der entsprechenden 
Zuckerlosungen berechnen, wohl aber ist das Verhéltnis (zur Durchfluf- 
he] verschiedenen Konzentrationen der Forme! nach proportional, 

aus der Tabelle S. 372 hervorgeht. 
Ad 3. Nach der Annahme wird wohl der Umsatz durch Diffusion 
ttelt, die Abhéingigkeit der Geschwindigkeit von der Konzentration 
sollte in erster Linie von det Durchfluhgesc hwindigkeit der Substrat- 
abhangen; d. h. also, in dem Versuch ist zwar k eine Funktion 
Diffusionskonstanten, der Unterschied der k aber weiterhin Funktion 
a. Ein Widerspruch zum Fickschen Diffusionsgesetz hegt also 

Swegs Vor. 

Ad 4. Inaktive Stoffe (Glycerin, Harnstoff, auch Zucker), welche 
Viskositat erhOhen, nehmen hemmenden Einfluf& auf die Reaktions- 
vindigkeit der Fermentreaktionen (vergl. S. 372); also irrt Herr 
wenn er sagt, «dies ist in der Tat gar nicht der Fall» 
Ad 5. Daft bei vergieichbaren heterogenen Reaktionen der Fall 


nso hegt, wie ber Fermentreaktionen (wie ich voraussagte, Habill 


fations- 
dai also die Erhéhung der Viskositiit eine Hemmung hervor- 
hat Bredig soeben gezeigt. Ber HO, wurde in zu verdinnten 


ren gearbeilet, als dafi die Viskositiit’ hiitte eime Rolle spielen 
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fiir die Dicke der Adhiisionsschicht erhalten. Dazu hat Bredj¢! 
bemerkt, dali keineswegs die ganze Oberflache des kolloidalen 
Platins wirksam sein muf (noch viel unwahrscheinlicher ist das 
fiir Enzyme, wo eine «Seitenkette» an der Reaktion beteiligt 
sein soll), auberdem ist die Rechnung nach Bredig-Teletow 
aber auch falsch, da Henri vergessen hat, durch das Volumen 
zu dividieren: geschieht das, dann entsprechen die Werte fiir 
die Schichtdicke recht gut mit den von Brunner gefundenen, 

Man sieht, dai zuniichst keinerlei zwingende theoretische 
Griinde vorliegen, von der direkten Anwendung der Nernstschen 
Formel abzugehen. 

Fiir meine Annahme, dafi weiterhin die Viskositiit des 
Mediums eine wichtige Rolle spielt, sprechen eine Reithe von 
Beobachtungen. Die Versuche von Braeuning?) zeigten ganz 
allgemein die Hemmung der Fermentreaktionen nach Zusatz 


irgendwelcher indifferenter Stoffe. Eimnige Versuche, die ich mit 
(Rohrzucker — Invertin) und Glycerin angestellt hatte,*) er- 


gaben in aquiviskosen Loésungen etwa gleich groBen Umsatz. 
Ein weiterer sehr augenfiilliger Beleg fiir meine Anschauung 


ergab sich ferner aus folgendem.*) Vergleicht man das Verhiilti 


4 


V. , 7 (worin 0 die Transpirations- oder DurchfluBzeit) vor 


Rohrzucker durch Kapillaren ist) und k die Reaktionsgeschwindig- 


keit fiir Rohrzucker — Invertin!, so ergibt sich: °) 
I 
a : 0) ; 
Fiir Prozent Rohrzucker it V. 1 
h 
2 0,99 
dD O.85 
LO 0,94 
20) 1,12 
30 1,20 


') Zeitschrift f. Elektrochem., Bd. XI, S. 794 (1905). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 70 (1904). 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 222 (1904). 

*, Vel. Zeitschrift fir Elektrochem., Bd. XI, S. 794 (1905). 

5) nach Burckhard (Zeitschr. d. Ver. f. d. Rohrzucker-Ind 
[874), k aus den Versuchen von Henri (Zeitschrift f. physikal. Ch: 
Bd. XXXIX, S. 215 (1902). Der «Gang», den die zweite Kolonn 
obigen Tabelle aufweist, hefe sich leicht erklaren. 
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lber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen. — III. ” 


Man sieht, der Wert des Verhiiltnisses ist ziemlich konstant. 

Dab die Viskositit bei den heterogenen Reaktionen eine 
wesentliche Rolle spielt und besonders bei mikroheterogenen, 
hat soeben auch Bredig!) gezeigt. 

3. Und doch zwingen mich Versuche, mit deren 
Studium ich in Gemeinschatt mit den Herren C. Th. Becket 
und Dipl.-Ing. H. Kasarnowski seit langerer Zeit: beschiiftigt 
hin, der Formel, wie sie gegeben worden ist, die theoretische 
Bedeutung zunehmen und sie als Interpolationsformel 

zusprechen. 

Hier mogen die Griinde dafiir vorliiufig nur angedeutet 
werden. Zunidchst hat Herr Kasarnowski gezeigt, dah die 
DurchfluBzeiten gleich starker Rohrzucker- und Mal- 
toselOsungen fast gleich sind: auch die Daten der anderen 
ZuckerlOsungen weichen nicht zu stark ab. Zusiitze verschiedener 
Zuckerarten zu | Rohrzucker — Invertin, und | Maltose — Hefen- 
maltase’ zeigten nun eine Beeinflussung der Geschwindigkeit (in 
Lbereinstimmung mit anderen Autoren), die nicht identisch 

mit der nach Glycerinzusatz erhaltenen. 

Vor allem aber hat die Fortsetzung iilterer Versuche 2) 
iber die Reaktion |Maltose — Hefenmaltase|, die mit den ge- 
nunnten wieder aufgenommen wurden, eine bisher unbekannte 
Anomalie gezeigt. Entsprechend der S. 316 ausgesprochenen 
Kegel nimmt die relative Reaktionsgeschwindigkeit mit Zunahme 

\Maltosekonzentration ab. Bei einem Gehalt von etwa 22° 


Maltose aber tritt in der ersten Zeit ein Minimum — eine Sté- 
rung — ein, das sich spiaterhin wieder mehr im Sinne einer 


miahlich verlaufenden Kurve ausgleicht: das findet sieh bei 
und bei 25° C. Zeichnet man ferner k nach 


dx 
- 


gleiche t als Funktion von a, so verliiuft die Kurve weniger 


als be} Rohrzucker — Invertin ~ Was nach dem oben mit- 
Zeitschrift f. Elektrochem., Bd. XII, Hauptvers. d. D. Bunsenges 
Zeitschrif allg. Physiologie, 1. « 
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ceteiiten Resultat Kasarnowskis der Zuriickfthrung der (jo- 


-_ i 



























schwindigkeit auf die Durchflufzeiten widerspricht. 
Die Reaktion (Maltose—Hefenmaltase) unterscheidet < 


auch abgesehen vom Ausdruck fir = und der Funktion Fk.» 
<ehr wesentlich von der Reaktion (Rohrzucker—Hefeninyvert), 
dadurch, dali die Geschwindigkeit des Umsatzes 
Quadratwurzel der Fermentmenge?) proportional ist. 

Nebenbei mége hier noch darauf hingewiesen sein. 
die Geschwindigkeitsmessunge auch zur Priifung der Identiti: 
quantitativ gleichartig wirkender Fermente dienen kann: 
von uns untersuchte Maltase mub von der dureh Henri und 
Philoche?) studierten verschieden sein. 

t. Man sieht, daf trotz vielfacher Versuche eine y 
stiindige Theorie des behandelten Problems noch nicht vorliect, 
Die vorliegenden Ansiitze zeigen jedenfalls bereits, da sie si 
einigermaben einfach kaum wird gestalten lassen. Die Bezie! 
ungen zwischen stereochemischer Konfiguration des Substrats 
und Katalysators, die auBberordentlich spezifische Wirkungsweise. 
die auch die Beeinflussung durch zugesetzte Stoffe zeigt, mac! 
intermediire Bindungen immer wahrscheinlicher. Auch die V 
tellung des Substrats zwischen Losung und Fermentteilchen 
spielt wohl eine wichtige Rolle, doch ist der von Henri! 
genommene Satz kaum richtig, dafi ein Teil immer irrevers!! 
sebunden sein miisse. Sicherlich kommt aber auch den meclin 
nischen Vorgiingen ein groBer EintluB zu. Bredig5) hat | 
sonders anschaulich darauf hingewilesen. 

Bei der Komplikation dieser Verhiiltnisse geniigen hat 
liche Interpolationsformein, wie etwa die aufgestellten, 
praktischen bediirfnis vollig. 


Zu der von Sawyalow (Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 324 
ausgesprochenen Hypothese zur Erkliirung der Schiitz-Borissovw 
Regel vel. aueh Héber, Phys. Chem. d. Zelle, S. 312. 

Arch. di Fisiologia, Bd. II (1904). 

Vel. Bach, Ber. der Deutschen chem. Gesellsch., Bd. XX\ 
S. 2126 (1906), 


ae ( - 
iA 1905 





Jedenfalls mul man aber sagen. dafv ein — saven wir — 
lvemeiner Satz. wie ihn Herr Euler?) am Schlusse seine 


‘ 


<ammenstellung ausspricht, irgend eine Forderung des Pro- 


ms nicht eeben kann. 


Vel. dazu auch R. Wegscheider, Zeitschrift f. phvsik. ¢ i 
XXXIX,. S. 257 (1902): Bd. XLI, S. 62 (1902): ferner Bd. LI, S. 108 
und Monatshefte f. Chem., Bd. XXVI, S. Lb (190d). In derselben 
ition macht Herr Euler auch einige Bemerkungen tiber meine 
he tber alkoholische Gérung, die ich nicht unbeantwortet lassen 
Z7uniichst habe ich von Anfang an selbst Einwinde gegen meme 
anordnung gemacht (Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI. S. 151 | 1902 
lers aber habe ich eiige Monate spate s. Diese Zeitschrift, Bd. XLI 
(7, Anm. 3) nach dem Erscheinen der Mitteilung von F. Rautler Zei- 
physik. Ch., Bd. XLII, S. 686, 1903) versucht, mit Hefeprefsatt zu 


} 


freilich vor der Publikation Buchner u. Mitschertieh: 1904) ube 


enarmen Prefisaft. Daraus folgt, dal\ der 2 Jahre spiter gebrauchte 
uck Eulers, ich «scheine zur Auffassung gekommen zu sein», da 
t Acetonhefe kein giinstiges Versuchsmaterial darstelle, etwas unklar ge- 
st. — Zweitens ist der Wert 2 fiir n als der Mittelwert in der Forme] 


n be: mir durch einen Rechenfehler entstanden, wie teh 


c 

ts in der Zeitschrift f. allg. Phys. (1904) mitgeteill habe: bedeutet 
eine «Abrundung>. Wenn drittens der Verlauf der Giirung bet 

ers Versuchen regelmiifiger erscheint als bel meinen, kann das seln 
damit zusammenhiingen, dafi sich meine tiber bedeutend laingere 

en erstrecken; die Parallelversuche stimmen jedentfalls recht gut 
ein. Im grofen und ganzen fiihren ja auch die Versuche. die 

erson, Euler und ich ausgefiihrt haben, zu ibereinstimmenden Resul- 


n Die davon abweichenden Versuche Slators bediirfen wohl noch 


Bestatigung. 
















































Die Wirkung synthetischer Gallensauren auf die pankreatische 
Fettspaltung. 


af 
‘ 


R. Magnus. 


(Aus dem pharmakologischen Institut in Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 26, Juni 1906.) 

AnschlieBbend an den von mir friiher in dieser Zeitschrif! 
verolfentlichten Befund,!) dai die esterspaltende Wirkung di 
HRindslebersaftes dureh das Zusammenwirken zweier trennbas 
Bestandteile bewirkt wird, einer Lipase und eines kochbestiindig: 
Cofermentes», habe ich mich schon seit langerer Zeit mit 
Untersuchung eines dhnlichen Falles, der Verstiirkung der fi 
spaltenden Wirkung des Pankreassaftes durch die Galle 
beschiiftigt. 

Kbenso wie schon vorher Rachford?) konnte auch 
feststellen, dal die verstiirkende Wirkung auch von den galle 
sauren Salzen ausgeubt wird. Sehwierig zu entscheiden 
aber die Frage, ob die wirkungsverstiirkende Substanz. wel 
die gleichen Eigenschaften wie das friiher untersuchte Leber- 
eoferment hatte (Koechbestindiekeit, Alkoholléslichkeit, Ather- 
unloslichkeit), mit den gallensauren Alkalien identisch sei | 
diesen nur in kleiner Menge als Verunreinigung anhafte. 
gerade bei einem derartigen «Coferment» durchaus im ber 
der Moglichkeit lag. 

Versuche, reinste Gallensiiuren nach Tengstrém) du 
Aussalzen zu gewinnen und dann deren aktivierende Wirkung 
auf die Pankreaslipase zu priifen, fiihrten zu keinem eindeutige! 
Ergebnis. 


Diese Zeitschrift. Bd. XLII. S. 149. 190-4. 
?) Journ. physiol., Bd. XII, S. 72, 1891. 
Diese Zeitschrift, Bd. XL. S. 210, 190-4. 
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Als nun im hiesigen chemischen Laboratorium von Geh. Rat 
Curtius durch Bondi und Miller?) die Synthese der Glykochol- 
<inre und Taurocholsiiure ausgefiihrt worden war, ergab sich 
dadurch die Moglichkeit, die Frage zu entscheiden. 

Inzwischen sind auch von anderer Seite wichtige hierher- 
vehbrige Befunde verOffentlicht worden. Zuniichst teilte Loeven- 
hart auf der letzten Versammlung der American physiological 
Society mit, dafi er meine Versuche tiber die Leberlipase be- 
stiitigen kOnne, und dab die Zugabe von Gallensalzen dieselbe 
Wirkung wie das «Coferment» habe. Weiter haben kiirzlich 

Fiirth und Schtitz?) in einer vorliiufigen Mitteilung ange- 
sehen. dab die fOrdernde Wirkung auf die Pankreaslipase nicht 
nur vom glykocholsauren Natron, sondern auch vom cholsauren 
Natron ausgeiibt wird. bBesonders der letztere Befund spricht 
<¢hon mit groBber Wahrscheinlichkeit gegen eine zufiillige Bei- 
mengung. 

Durch die Liebenswtrdigkeit der Herren Dr. Bondi und 
Dr. Miller gelangte ich in den besitz der von ihnen synthetisch 
largestellten Gallensiituren. Thre Natronsalze verstiirken 
lie Wirkung der Pankreaslipase in kriiftigster Weise. 

Zu den Versuchen benutzte ich je 5 cem neutralen, nach der Vor- 
chrift von Hammarsten®*) gereinigten Olivendls. Dieses wurde mit 
2cem Pankrez ft versetzt. der aus der Pawlowschen Fistel eines 

Herrn Dr. Plenge im physiologischen Institut operierten und freund- 
chst zur Verfiigung gestellten Hundes stammte. Die Einzelproben wurden 
t durchgeschiittelt und fiir 5—10 Minuten in ein Wasserbad von Korper- 
iperatur versenkt. Danach wurde die gebildete Fettsiure mit Baryt- 
ige (1 eem 0,61 com "/10-Séure) und Phenolphtalein titriert. 

Die synthetische Glykocholséiure und Taurocholsiure wurden in 
er theoretischen Menge ®10-NaOH gelést und reagierten danach ganz 
schwach gegen Lackmus alkalisch. Ich benutzte 2.5°/oige Lésungen der 
vVatronsalze. 

Weder gekochter Pankreassaft noch die gallensauren Salze selber 
irkten eine Spur von Fettspaltung. Durch geringe Mengen Siiure oder 


> = 


kali wurde die fettspaltende Wirkung des Pankreassaftes nicht deutlich 


Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 499, 1906. 
*, Zentralbl. f. Physiolog., Bd. XX, 8. 47, 1906. 
Lehrb. f. physiol. Chemie, 1904, 3. 326. 
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Mio com der 2,0°/oigen Losung taurocholsauren und glyk 
cholsauren Natrons bewirkte nun jedesmal eine starke Verp- 
mehrung der Fettspaltung.!) Zwei Versuche mégen als Beispi 




















dienen: 
y J, 
Versuch 4. 
: . oe Zur Neutra 
Zein Minuten bei 40° 
veh C¢ | (}] 
15cem Ol 0.5 cem Pankreassaft 0.1 cem Wasser 6 
. QO.1 » Natrium glyko- 
Zio OO ; i] 
cholic. 2.0 
Versuch 13. 
r \ } o-~* Zur AY tl 
Zehn Minuten bei 37° | 
repr. CCl 5 
fd cem O10. cem Pankreassaft 0.1 cem Wasser 2.5 
| Natrium tauro- 
-) > e 
Z\o iJ.<) oa " ) 
cholie, 2.9 





Wiithrend so 2,5 mg der beiden Salze die Fettspaltuny 
sehr kriftig verstiirkten, war mit 0,25 mg von glykocholsaurem 
Natron eine geringere, aber deutliche, mit 0,025 mg keine sich 
bare Wirkung unter den gleichen Versuchsbedingungen zu cr- 
zlelen. 

Bei der synthetischen Darstellung der beiden Gallensiiuren., 
welche von der Cholalsiiure ausgehend iiber den Athylester. 
das Hydrazid und das Acid dieser Saiure ausgefiihrt wird, werden 
so zahlreiche und eingreifende Prozeduren (langes Kochen mi! 
Siituren und Laugen, Behandeln mit Hydrazinhydrat, Natrium- 
nitrit usw.) vorgenommen, dah es ganz ausgeschlossen erscheint. 
da®B dabei eine in kleinen Mengen wirksame Substauz_ intak' 
bleibt und in nahezu unveriinderter Menge durch alle dies 
Prozesse hindurehgeht. 


') Auch 0.1 cem Hundegalle aus der Gallenblase verstirken c 
Fettspaltung unter den Versuchsbedingungen auf das deutlichste 















ung synthetischer Gallenséiuren auf pankreatische F\ 


Die verstiirkende Wirkung der Galle auf die Fettspaltung 
rch Pankreassatt beruht daher auf ihrem Gehalt an gallen- 
ven Alkalien. Der Organismus arbeitet hier mit iihnlichen 
teln wie die chemische Technik, welche die Fette jetzt eben- 

durch Fermente spaltet und diese durch kleine Mengen 
MnSO, aktiviert. ?) Auch die Pankreaslipase wird durch geringe 

ngen MnsO, (0,01 —0,001 g bei den angegebenen Versuchs- 
lingungen) in sehr betriaehtlichem Mabe aktiviert. 

Die Gallensalze sind aber jedenfalls keine allgemeinen Akti- 
itoren fur alle Arten der fermentativen Fettspaltung, da sie 
weder die Wirkung der Lipase des Darmsaftes?) noch des 
\Magens 3) verstarken. 

Vgl. Hoyer, Seifensiederzeitung 1905, Nr. 32, u. Chem. Zentralb 

1905, Bd. Hl, S. 382. 
*) Boldireff, Zentralbl. f. Physiol., Bd. XVII, 8. 460, 1904, 


*) Laqueur, Hofmeisters Beitriige, Bd. VII, 5S. 281, 1906 




























Bemerkungen zu dem Aufsatz 
von E. Abderhalden und A. Schittenhelm. 

Uber den Gehalt des normalen Menschenharns an Aminosauren 
Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 339—344. 


Von 
L. Mohr (Berlin). 


Der Redaktion zugegangen am 3. Juni 1906.) 


Auf Seite 343 des oben genannten Aufsatzes beschiftigen 
E. Abderhalden und A. Schittenhelm unter anderm auch mit en 
Notiz, welche ich uber einen eigentimlichen Befund im Harn e 
pankreaslosen Hundes im 2, Bande der Zeitschrift fiir experimen! 
Pathologie und Therapie Seite 666 und 667 gemacht habe. Es war 
selungen, aus dem Harn dieses Tieres nach Verfiitterung von 10 ¢ D-Leu 
eine Naphtalinsulfoverbindung darzustellen, welche ich vermutungsw: 
als ein Polypeptid des Leucins deutete. Gegen diese Deutung erhe!} 
Abderhalden und Schittenhelm Protest, weil sie nach ihrer Mein 
irrtiimlich sei. und legen Verwahrung dagegen ein, Befunde wie 
meinigen, die nicht nach allen Regeln der chemischen Analysen sic! 
cestelll seren, uberhaupt mitzuteilen. 

Die Wiedergabe meiner kurzen Notiz durch Abderhalden 
Schittenhelm ist mangelhaft und entstellt, und dadurch geeignet, 
vorurteilsfreien Leser tber den wahren Sachverhalt und besonders 
die Griinde, welche meine Deutung und die Ver6ffentlichung des Befund 
veranlaft haben, zu tiuschen. Abderhaldenund Schittenhelm su 
nimlich den Anschein zu erwecken, als hatte ich eine zufallig in ei 
beliebigen mit Naphtalinsulfochlorid behandelten Harn gefundene krysta 
Substanz als Leucin-Polypeptid bezeichnet, und zwar in volliger Unkennt 
dariiber, daf§ tiberhaupt die N-Analyse nicht geniigt, eine organis 
Verbindung eindeutig zu charakterisieren. Dabei verschweigen a! 
Abderhalden und Schittenhelm, dafi ich selbst ausdriicklich 
diesen Punkt hingewiesen und die Unvollstandigkeit der Analyse mit 
Mangel an Ausgangsmaterial begriindet habe. Ferner verschweigen sie 4 
Tatsache, dafi die fragliche Substanz als anscheinend vollig reine, in Ku 
cusammenliegende, nadelformige Krystalle aus dem Harn eines pankr: 
losen Hundes, der vorher 10 ¢ D-Leucin bekommen hatte, isoliert wure 


1 . ' } } 1 } > 
erkungen tiber den Gehalt des normalen Menschenharns usw. 931 


Substanz war mehrfach umkrystallisiert und enthielt, 


worauf speziel! 
htet worden war, keine Beimengungen anderer Art Diese 


Punkt 
aber, wie wohl jedermann zugeben wird, fiir die Deutung des Be- 


is von grofer Wichtigkeit, und sie rechtfertigen auch ohne weiteres 


ch auf Grund der N-Analyse die Vermutung ausspre 


sich um eine peptidartige Verbindung des Leucins handeln. Wenn 


} 
} 


hen kKonnte, « 


rhalden und Schittenhelm den Standpunkt vertreten, dafi auc} 
} 


diesen Umstiainden die Mittetlung des Befundes ni 
so ist das ein Standpunkt, weiter nichts 
ung des Befundes der Gedanke mafigebe 
i] s ) L.4 
rsuchungen von meiner Beobachtung 
en koénnten. 































Benzolsulfomethylguanidin. 
Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 106.) 


Nachdem von mir in A. Kossels Laboratorium das Benzo 
uanidin ') dargestelll war, mnteressierte es mich, zu wissen, ob 
das Methylguanidin eine analoge Verbindung liefere. Ich habe des 
sleich 


das Benzolsulfomethylguanidin darzustellen gesucht und es 
schwerldsliche Verbindung erhalten: 

O.9 g Methy!guanidinnitrat,?) in 10 ecm Wasser gelést. wi 
mit S&S cem 35° o1ger Natronlauge und + eem Benzolsulfochlorid 
Umschiitteln erwarmt, worauf sich nach dem Abkithlen Krystal 
scheiden, die nach einmaligem Umkrystallisieren aus kochendem W; 
und Waschen mit Alkohol aus reinem Benzolsulfomethylguanidin 
stehen: 

O,1214 g Substanz liefern 20,7 com N bei p = 74,4 und t = 15 
Berechnet: 19,75°/o N Gefunden: 19,78°/o N. 

Die Verbindung schmilzt bei 184° (unkorr.). In 100 Teilen Wass: 
von Zimmertemperatur lésen sich 0.04 Teile. 

Neuerdings ist das Methylguanidin im Fleischextrakt beobac! 
worden, und es scheint zur Isolierung dieser Base ihre Uberfiihrun 
die Benzolsulfoverbindung nicht ungeeignet, um so mehr, da das Kreatu 


unter den obigen Bedingungen keinen schwerléslichen Koérper lhefer' 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIL, S. 366. 
?) Das Methylguanidinnitrat verdanke ich Herrn Prof. Kutsch 






























Lat sich durch Heteroalbumosen Stickstoffgleichgewicht im 
tierischen Organismus herstellen? 
Von 
V. Henriques und C. Hansen. 


em physiologischen Laboratorium der kiniglichen tierarztlichen und landwirt- 


schaftlichen Hochschule in Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juni 1906.) 


Kine der Fragen, die zuvOrderst ins klare gebracht werden 
ssen, Wenn man den komplizierten Verhiiltnissen der Eiweil- 
itthese im tierischen Organismus niiher auf den Grund zu 
nmen winscht, ist die, ob die verschiedenen primiren und 
indiiren Albumosen imstande sind — jede ftir sich —, den 

(rvanismus im Stickstoffgleichgewicht zu erhalten. Erweist es 

z. B., daB man durch Teilung der Albuminstoffe in Proto- 

id Heteroalbumosen zwei Bestandteile darstellen kOnnte, deren 

er imstande wire, den tiiglichen Stickstoffabgang des Organis- 

is zu ersetzen, der andere dagegen dieser Eigenschaft er- 

ngelte, so wire man hierdurch um einen sehr wichtigen 

Schritt vorwirts gekommen. 

Es ist deshalb leicht zu verstehen, dafi man schon vor 

chreren Jahren Fiitterungsversuche sowohl mit «Albumosen » 

mit «Peptonen» anstellte, leider konnen diese Versuche aber 

cht mehr geniigen, da unsere Kenntnis der Albumosen und 
Peptone sich nach und nach bedeutend erweitert hat. 

Unter den Versuchen mit Hetero- und Protoalbumosen 

nnen eigentlich nur die von Pollitzer') und die von Blum?) 
nlernommenen auf besonderes Interesse Anspruch machen. 
er erstere Untersucher wandte weniger reine Stoffe an, indem 
1 weder von der Protoalbumose noch von der Heteroalbumose, 
zur Anwendung kamen, sagen labt. sie seien frei von be- 
itenden Beimischungen gewesen, wiihrend Blum dagegen 
imosen benutzte, die von Beimischungen so frei waren, wie 

') Pollitzer, Uber den Nihrwert einiger Verdauungsprodukte des 

es. Pfligers Archiv, Bd. XXXVII, 1885. 

Leon Blum, Uber den Nahrwert der Heteroalbumose des Fibrins 
Protoalbumosen des Caseins, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 1900. 


Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 26 
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ihre Darstellung es tberhaupt nur irgend gestattet. Wihre 
beide genannte Forscher fanden, dafB die Protoalbumosen dey) 
Eiweibstoff der Nahrung zu ersetzen vermogen, weichen 
‘esultate in betreff der Heteroalbumosen voneinander ab, ind 
Pollitzer bei Fiitterung mit dieser Albumose eine Aufnali, 
von Stickstoff in den Kérper beobachtete (es handelte sich jedi 
nur um einen einzigen Versuchstag), Blum dagegen durch «) 
tiigiges Fiittern mit Heteroalbumosen einen merkbaren Verlis; 
an Stickstoff erhielt. 

In Betracht der groBen Wichtigkeit der Frage haben 
gemeint, eine Wiederholung dieser Versuche wirde von Interess: 
sein, um so mehr, da es uns scheint, da ein Stickstoffver|s: 
in einem einzelnen Versuche nicht mit Sicherheit beweist, e- 
fehle den Heteroalbumosen an der Fahigkeit, das Stickst: 
































gleichgewicht im Korper herzustellen. 
I. Versuch mit Heteroalbumose. 








Das Futter war folgendes: Heteroalbumose = 10 g:; Zucker = 5. 
Fett 40 g; Cellulose = 5g; Salze = 2g. N = 2,32 %o. 
Ge- Futter N 


N im Nin den 


wicht in _— aufgen. in Total-N 
; Harn Faeces abyes 
aa co moe 
> , al = 





21. V. 06 113 — a ne — “a 


22 108 — a 77 — o 
233 104 f 92.8 89 —- — 
2-4 103 { 92.8 142 15,5 157,9 O47 
25 101] f 92.8 143 10,7 153,7 
26. 101 4 92.8 119 33 122.3 —- 29 
27. 101 f 92 8 97 94 106.4 
28. 102 5 116.0 106 90 115.0 
oy 103 5 116.0 YG 15.5 111.5 
30), 103 5 116.0 115 11,9 126.9 
31. 103 5 116.0 106 9.6 115.6 
1. VI. 105 5 116.0 105 14.0 119.0 
2. 105 5 116.0 101 Yd 110.5 
3, 105 Dd 116.0 4) 10.7 100.7 





116.0 102.1 
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t sich durch Heteroalbumosen Stickstoffgleichgewicht herstellen ? 





Als Versuchstiere benutzten wir weife Ratten: mit Bezug 
iuf die Einzelheiten der Versuchsmethode kinnen wir uns damit 
begniigen, auf die in einer friiheren Abhandlung') von uns ge- 
rebene Darstellung zu verweisen. Was die Darstellung der 
Heteroalbumose betrifft, so befolgten wir genau die von Pick?) 
cegebene Anleitung zur Darstellung von Heteroalbumose aus 
\Vitte-Pepton. Da eben bei der Darstellung der Heteroalbumose 

ne ziemlich bedeutende Umbildung dieser Albumose in Dys- 

bumose stattfindet, benutzten wir die Gelegenheit, um = zu- 
sleich die Bedeutung der Dysalbumose fiir den Stickstoffumsatz zu 

















itersuchen. 
Il. Versuch mit Dysalbumose. 
Das Futter war folgendes: Dysalbumose == 12 g; Zucker = 6 g; 
Fett 40 ¢: Cellulose = 5g; Salze 2g. N == 2.223%. 
Ge (raner | iim | Bie N 
wicht in aufgen. in Total-N 

P P _ Harn Faeces abges. 

V.06 133 — — — ia . 

Ze 123 Q) — SO oo — _ 

23 120 4 88.8 81 é aa ‘aes 
24 118 { 88.5 123 16,7 139.7  5O9 

5 116 4 88.8 &3 ? ? ? 
4 114 4 88.8 110 17,8 127.8 — 390 
7 113 4 88.8 110 10,4 120.4 — 31.6 
. 115 » 111.0 94 14.2 108.2 - 28 
20 116 D 111.0 SY 12.9 101,9 9.1 
) 115 5 111.0 100 gg 109.9 L. 2a 
31 117 dD 111.0 &3 10,5 93.5 — 175 
1. VI. 118 BS) 111.0 100 10,8 110.8 0.2 
2 119 5) 111.0 4 11.8 105.8 2,2 
117 5 111.0 115 14,5 129.3 —~ 183 
118 5 111.0 Of) TO 103.0 x1) 


V. Henriques und C. Hansen, Uber Eiweifisynthese im Tier- 
Diese Zeitschrift, Bd. NLL, 1905 
Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII 












O86 Henriques u. Hansen, Lift sich durch Heteroalbumosen usw 
Wie man sieht, verhalten die beiden Versuche sich mer- 
wirdig éhnlich. Vom 23. V. bis zum 27. V. bekamen die Versuc! 
tiere nur 4g Futter; wihrend dieser Zeit findet ein tiiglic 
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Stickstoffverlust statt, der jedoch von Tag zu Tag geringer wird 
Diese Periode zeigt ein Sinken des KoOrpergewichtes der Tier 
Vom 28. V. bis zum 4. VI. — also im ganzen 8 Tage lang — er- 
halten die Tiere taglich 5g Futter; dies bewirkt, da das 
Korpergewicht steigt, und daB ein Absatz von Stickstoff im 
Korper stattfindet. Wihrend der 8 Tage, wo die Versuchstiere 
9g Futter bekamen, wurden im Versuch I im ganzen 26,7 
Stickstoff und im Versuch II 25,6 mg Stickstoff abgesetz: 
in beiden Fiillen also fast genau gleich viel. 

Das Resultat unserer Versuche ist also, da 
Heteroalbumose sowohl als auch Dysalbumose de 
Organismus vor Stickstoffverlust zu schiitzen verma: 
Wenn Blum die Heteroalbumose mit Leim zusammenstellt u: 
meint, diese Stoffe kénnten freilich eine Ersparnis am Eiwei) 
stoffverbrauch bewirken, seien aber nicht imstande, den Eiwei!i- 
stoff zu ersetzen, so ist diese Ansicht, was die Heteroalbumose 
betrifft, nicht mehr haltbar, ebensowenig wie sein Versuch, dic 
genannten Eigenschaften u. a. durch den geringen Gehalt de 
Stoffe an «Tyrosin und Indol liefernden» Gruppen zu erkliren. 



























Uber den Tyrosingehalt der Keimpflanzen von Lupinus albus. 
Von 


EK. Schulze und N. Castoro. 


lem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1906. 


r 


Uber den Tyrosingehalt 2tigiger Keimpflanzen von Lupinus 
bus hat R. Bertel!) Angaben gemacht, die mit unseren be- 
bachtungen nicht iibereinstimmen. Dies ist schon in einer 

her von uns publizierten Abhandlung?) erwiihnt worden : 
wir haben uns aber nicht mit den damals ausgefiihrten Ver- 
hen begniigt, sondern spéter noch einige andere Keimpflanzen- 
culturen untersucht. Ehe wir die dabei erhaltenen Resultate 
mitteilen, miissen wir Bertels Angaben reproduzieren. Bertel 
{ bei der mikroskopischen Untersuchung 2tiagiger Keim- 
anzen der genannten Lupinus-Art in den Wurzeln Sphirite, 
er nach ihrem Aussehen und Verhalten fiir Tyrosin erkliirte ; 
iese Sphirite vermehrten sich, wenn die Pflanzen mit Hilfe 
Chloroform narkotisiert wurden. bertel suchte nun die 
dieser Form auftretende Substanz aus den Pfliinzchen zur 
\bscheidung zu bringen. Dies gelang unter Anwendung eines 
nfachen Verfahrens: die von den Pflanzchen abgetrennten 


\\" 


\\urzeln wurden zerrieben und mit Wasser gekocht,*) der vom 
(ngelésten durch Filtration getrennte Auszug sodann bis auf 
seines Volumens eingeengt. Beim Erkalten schied sich ein 


is Sphiiriten bestehender weifber Niederschlag aus, der von 


ert 


el fiir identisch mit der bei der mikroskopischen Unter- 


1) Ber. d. Deutsch. Botanischen Gesellschaft. 1902. Bd. XX. S. 454. 


*) Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI, S. 226—227. 


3) Auf ca. 30 ¢ frische Wurzeln wurden 200 ccm Wasser ange- 


ndat 
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suchung der Wiirzelchen beobachtetea Substanz und fiir Tyrosin 
erklirt wird. Dieses Produkt war stickstoffhaltig und gab mi 
Millonschem Reagens eine rote Lésung; es war léslich jy 
kochendem Wasser und in Alkalien, loste sich aber nur schwieriz 
in Siiuren. Bertel bestimmte die Ausbeute an diesem Produkt. 
indem er ein abgewogenes Quantum der Wurzeln (ca. 30 ¢ 
in der beschriebenen Weise behandelte, den im Extrakt ent- 
standenen Niederschlag sodann auf einem Asbestfilter sammelte 
und nach dem Trocknen wog. Er erhielt dabei folgende, aut 
das Frischgewicht der Wurzeln sich beziehende Zahlen: 
Unchloroformierte Wurzeln lieferten  0,108° 0 
Chloroformierie > > 0,132 °/o 
Chloroformierter Wurze!'brei heferie 0,176°/0 

Uber den Trockensubstanzgehalt der von ihm untersuchte 
Wurzeln macht Bertel keine Angabe. Nach einer von uns 
ausgefiihrten Bestimmung enthalten die Wurzeln 2tiagiger Kein- 
pflanzen von Lupinus albus nur 6,5°/o Trockensubstanz. Nehmen 
wir an, dab die von bertel untersuchten Wurzeln den gleichen 
Trockensubstanzgehalt besaben, so berechnet sich die von. ilin 
erhaltene Ausbeute an dem beschriebenen Produkt fiir die un- 
chloroformierten Wurzeln auf 1,67°/o der Trockensubstanz, fii 
das chloroformierte Material auf 2,0—2,7°/o. 

Wir haben unter Befolgung der von Bertel gegebenen 
Vorschrift zunachst mit den Wurze'n uncbhloroformierter 2 tiigiger 
Keimpflanzen Versuche angestellt. Die Ergebnisse der beiden 
ersten Versuche sind in der oben zitierten Abhandlung von 
uns schon mitgeteilt worden. Aus den nach Bertels Vor- 
schrift hergestellten und bis auf '/4 des Volumens eingeengter 
Extrakten schied sich beim Erkalten eine weife Substanz aus, 
deren Quantitét und deren Verhalten den von Bertel ge- 
machten Angaben im wesentlichen entsprachen. Diese Substanz 
bestand aber in der Hauptsache nicht aus Tyrosin. Sie lieferte 
zwar beim Erhitzen mit Millonschem Reagens eine rote Losung. 
aber sie gab weder die Piriasche noch die Mornersche 
Tyrosinreaktion; auch verhielt sie sich beim Erhitzen mit 
Kupferhydroxyd ganz anders wie Tyrosin. Moglich ist, dafi si 


? 
eine duberst geringe Tyrosinmenge eingeschlossen hat, woraul 
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in unserer Abhandlung in der zweiten Anmerkung auf 
~ 227 sehon hingewiesen haben. !) 

Wir haben spiter in der gleichen Weise noch mehrere 
Versuche angestellt; fiir dieselben dienten Keimpflanzen, die 
nter Verwendung anderer Samenmuster von Lupinus albus 


is einem anderen Jahrgange) gewonnen waren. Das Resultat 
war das gleiche: aus den in der beschriebenen Weise herge- 
-ellten Extrakten schied sich eine Substanz aus, welche viel- 


ht eine diuberst geringe Tyrosinmenge einschloB, aber doch 
der Hauptsache nicht aus Tyrosin bestand. Das in diesen 


, 


iteren Versuchen erhaltene Produkt gab sogar beim Erwarmen 
Millonschem Reagens nur eine schwach rotgefiirbte L6- 
<ung: die von diesem Produkt abfiltrierte Fliissigkeit fiirbte sich 


mit dem genannten Reagens gar nicht. Die Quantitét, in der 

dieses Produkt erhielten, war eine wechselnde: sie war 

einigen Fiillen grofer, in anderen Fiillen kleiner als die in 
ion beiden ersten Versuchen erhaltene Substanzmenge. 

Dab zweitiigige Keimpflanzen von Lupinus albus, in denen 
erst ein kleiner Teil der Reserveproteinstoffe gespalten ist, nur 
sehr wenig Tyrosin enthalten, geht schon aus den friiher von 
uns gemachten Beobachtungen hervor;?) wir haben aber die 
beziiglichen Versuche spater noch wiederholt und ergiinzt. Ehe 


') Es kommt zuweilen vor, dafs eine schwerlésliche Substanz, die 
einer Fliissigkeit sich ausscheidet, ein wenig Tyrosin mit nieder- 
‘t. falls letzteres sich, wenn auch nur in geringer Menge, in dieser 
issigkeit vorfindet. So geht z. B. Tyrosin in die in einer solchen 
issigkeit durch Mercurinitrat erzeugten Niederschlige partiell ein, ob- 
eich es in reiner LOsung durch dieses Reagens nicht gefallt wird. Noch 
| anderes Beispiel kénnen wir hier anfiihren: Das von E. Schulze 
nd J. Barbieri aus jungen Pflinzchen von Lupinus luteus dargestellte 
(ukosid, welches zuerst Lupinin, spaiter Lupinid genannt worden ist, 
b vor dem Umkrystallisieren beim Erhitzen mit Millonschem Reagens 
e schwach rot gefarbte Flissigkeit, als ob es ein wenig Tyrosin ent- 
elite (bei dem durch Umkrystallisieren gereinigten Glukosid trat dies 
it mehr ein). Es ist hier aber noch darauf aufmerksam zu machen, 
‘aly das Eintreten der Reaktion mit Millonschem Reagens fiir sich 
i.ein keinen sicheren Beweis fiir das Vorhandensein von Tyrosin liefert ; 
nn bekanntlich geben auch noch andere hydroxylierte Benzolderivate 

: gleiche Reaktion. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 225—226. 
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wir die dabei erhaltenen Resultate mitteilen, wollen wir einig 
Angaben iiber den Weg machen, den man zur Abscheidiuy.: 
von Tyrosin aus den Keimpflanzen einschlagen kann. Man kayy 
in zweierle: Weise verfahren. Wenn man die getrocknete 
fein zerriebenen Keimpflanzen mit kochendem 90—92°/o0iger 
Weingeist behandelt,!) so geht neben vielen anderen Bestand 
teilen der Pfliinzchen auch das Tyrosin, vielleicht aber nich 
vollstiindig, in Lésung. Bei Verarbeitung des weingeistige 
Iextrakts in der friiher wiederholt beschriebenen Weise erhi 
man eine Fliissigkeit, aus welcher nach geniigendem Einenge 
neben anderen Aminosiiuren (Leucin, Phenylalanin ete.) das 
Tyrosin sich ausscheidet. Da letzteres bekanntlich in’ kaltem 
Wasser sehr schwer loslich ist und sich auch in einem heilic) 
Gemisch von absolutem Alkohol mit etwas Ammoniakfliissig¢kei! 
nur schwierig auflOst, so liBt es sich von den anderen Amin 
siiuren ziemlich leicht, wenn auch nicht ohne Verlust trenn 
Man kann aber auch behufs Abscheidung des Tyrosins ein mut 
heibem Wasser dargestelltes Extrakt aus frischen oder aus ve- 
trockneten Keimpflanzen mit Mercurinitrat versetzen, nachdem 
zuvor die durch Bleiessig fiillbaren Stofle entfernt sind: zerlec! 
man den mit Wasser gut ausgewaschenen Mercurinitratniede: 
schlag durch Schwefelwasserstoff, neutralisiert die vom Schwete!- 
quecksilber abfiltrierte Fltssigkeit mit Ammoniak und dunst 
sie sodann im Wasserbade bis auf ein geringes Volumen ei 
so krystallisiert beim Erkalten Tyrosin aus. Zu bemerken 
dafi man bet Anwendung dieser, in unserem Laboratorium seli! 
hiiulig benutzten Methode nur einen Teil des im Untersuchunes- 
objekt enthaltenen Tyrosins gewinnt, da eine vollstiindige Aus- 
fiillung des Tyrosins durch das Mercurinitrat nicht stattfind 
zweckmiibig ist es, nach dem Zusatz des Mercurinitrats | 
') Obwohl reines Tyrosin in Alkohol sehr wenig ldslich ist, 
kann man diese Aminosiiure doch durch Kochen mit 90—92°/oi1gem Wi 
geist aus den fein zerriebenen Keimpflanzen ausziehen, wenn auch w 
nicht vollstiindig. Das gleiche gilt fiir Leucin und ahnliche Aminosiiu: 
die in reinem Zustande ebenfalls in Weingeist sehr schwer ldslich sind 
Auf die Leichtléshichkeit von unreinem Leucin in heifem Weingeis! 
Hoppe-Seyler schon vor langer Zeit in seinem Handbuch der phys 
logisch- und pathologisch-chemischen Analyse aufmerksam gemacht 
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Aviditéat der Fliissigkeit durch Natronlauge oder Natriumearbonat 
custumpfen und den Niederschlag erst nach mehrtiigigem 
Stehen abzufiltrieren. Ob die bei Zerlegung dieses Nieder- 
<hlags resuluerende Losung tyrosinhaltig ist oder nicht, libt 
cich leicht feststellen, indem man eine Probe derselben mit 
\iillonschem Reagens erhitzt. Zu beachten ist dabei, dal diese 
Lisung wegen ihres Asparagingehalts mit dem genannten Reagen- 
nen Niederschlag gibt: dies hindert jedoch den Nachweis des 
osins nicht. Man kann jenen Niederschlag abfiltrieren und 
sodann das Filtrat erhitzen; letzteres fiirbt sich rot, falls Tyrosin 
orhanden ist. Man kann aber auch die unfiltrierte Fliissigkeit 
hitzen und sodann den Niederschlag sich absetzen lassen: 
liber dem Niederschlage stehende Fliissigkeit libt dann an 
er Farbung erkennen, ob Tyrosin vorhanden ist oder nicht. 
Aus 2 tiigigen Keimpflanzen von Lupinus albus vermochten 
wir weder nach dem ersten noch nach dem zweiten Ver- 
ren Tyrosin zu isolieren. Dieses Ergebnis entspricht der Tat- 
ihe, daB in solchen Keimpflanzen erst ein sehr kleiner ‘Teil 
r Reserveproteinstofle zerfallen ist;!) es kann sich also in den- 
en erst eine sehr geringe Tyrosinmenge aus Proteinstoffen ge- 
let haben.?) Aus 4tagigen Keimpflanzen der gleichen Lupinusart 
mten wir dagegen unter Anwendung des zuerst beschriebenen 
Verfahrens, ein wenig Tyrosin isolieren. Noch leichter gelang 
lies bet 6—7tagigen Pflanzchen.*) Das Tyrosin fand sich in 
ion Kotyledonen solcher Pflanzchen vor: aus dem hypokotylen 
Giied und aus den Wurzeln haben wir diese Aminosiiure nie- 
is darstellen kOnnen. Dieser Befund entspricht der Annahme, 
) das Tyrosin, wihrend es den im Wachstum begriffenen 
lilanzenteilen zustrOmt, dem Abbau unterliegt. 

Daf die Wurzeln 2 tagiger Keimpflanzen von Lupinus albus 
sehr arm an Tyrosin sind, laBt sich in sehr einfacher Weise zeigen. 
\Venn man die frischen Wurzeln zerreibt, den Brei unter Zusatz 
von etwas Wasser und einiger Tropfen Essigsiiure bis fast zum 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 226. 

2) Diese Schluffolgerung laft sich ziehen, obwohl aus Eiweifstoffen 

s Tyrosin durch Enzyme zuweilen friiher abgespalten wird, als andere 
\omplexe. 


°) Wie friiher von uns nachgewiesen. 
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Kochen erhitzt, die Masse sodann aufs Filter bringt und eine Pro! 
des Filtrats mit Millonschem Reagens erhitzt, so sieht man, d; 
diese Fliissigkeit sich nur ganz schwach gelblich farbt;!) die 
Tyrosinreaktion tritt also nicht ein. Daf man aber auf diesem 
Wege etwa vorhandenes Tyrosin erkennen kann, labt sich leicl) 
nachweisen, indem man dem Wurzelbrei eine kleine Quantitii! 
von ‘T'yrosin zusetzt. Als wir dem Wurzelbrei die Halfte dor 
Tyrosinmenge zusetzten, die nach Bertels Angaben in den 
Wurzeln solcher Keimpflanzen enthalten sein soll und denselben 
sodann in der angegebenen Weise behandelten, erhielten wir 
eine stark rot gefiirbte Fliissigkeit. 

Unsere Versuchsergebnisse stehen also im Widerspruct, 
mit den Angaben, die von Bertel tiber den Tyrosingehalt der 
Wurzeln zweitigiger Keimpflanzen von Lupinus albus gemac|it 
worden sind. Wenn man nicht annehmen will, daB die yon 
Bertel untersuchten Pflanzchen eine andere chemische Z1 
sammensetzung gehabt haben als die unsrigen — eine Annahime. 
die doch von vornherein fir unwahrscheinlich erkliirt werden 
muB —, so miissen wir zu der SchluBfolgerung kommen, di 
Bertel eine Substanz, die nicht Tyrosin war, aber vielleict 
eine iiuberst geringe Quantitaét dieser Aminosiéure_ einschi: 
fiir Tvrosin gehalten hat. Fir die Richtigkeit dieser Sechlul- 
folzerung scheint auch die Angabe Bertels, daB diese Substanz 
sich nur schwierig in Siiuren liste, zu sprechen. Denn bekanut- 
lich lést sich Tyrosin sehr leicht in verdiinnten Mineralséiuren 
(Salpeter-, Schwefel- oder Salzsaure). Das von Bertel er- 
haltene Produkt, welches sich nur schwierig in Sauren  [oste 
kann also nicht Tyrosin gewesen sein — es miifte denn sein, 
daB Bertel irgend welche schwache organische Sauren fiir ‘ie 
beziiglichen Versuche verwendet hitte. 

') Einen durch das Millonsche Reagens hervorgebrachten Nieder 
schlag kann man durch Filtration entfernen, ehe man die Fliissigk 
erhitzt; man kann aber auch die unfiltrierte Fliissigkeit erhitzen 
sodann den Niederschlag sich absetzen lassen; dann 1laft sich erkennen, 
ob die Fliissigkeit sich gefarbt hat. Wir haben bei Anstellung der Reakt 
stets beide Verfahren nebeneinander angewendet. Ein geringer Eiwei)- 
cehalt der Extrakte bringt beim Anstellen dieser Proben keine wesen'- 


liche Storung hervor. 
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Nach Bertels Angabe tritt eine rasche Steigerung des 
ryposingehaltes der Keimpflanzen oder der von letzteren abge- 
sennten Wurzeln ein, wenn man dieselben mit Hilfe von Chloro- 

mn narkotisiert. Zu dieser Angabe ist zu bemerken, da in 

chloroformierten Pflainzchen eine Zunahme der Tyrosin- 
ge zu erwarten ist, weil die Wirksamkeit des in ihnen sich 
rlindenden proteolytischen Enzyms dureh das Chloroformieren 
‘yt cehemmt wird; doch kann diese Zunahme nur eine langsame 

Wenn der Tyrosingehalt, wie Bertel es angibt, infolge des 

(}Joroformierens eine rasche Steigerung erfiihrt, so mu dies 
hl auf eine andere Ursache, als auf die Spaltung der Eiweil- 

e durch ein proteolytisches Enzym, zuriickgefiihrt werden. !) 

In den von uns ausgeftihrten Versuchen konnten wir aber 

n einer plotzlichen Steigerung der Tyrosinmenge in chloro- 
rmierten Pflinzchen nichts bemerken. Wir stellten zuniichst 
enden Versuch an: ein grofSeres Quantum 2—2!)2 tiigiger 


‘impflanzen von Lupinus albus wurde in Chloroformwasser 


vetragen und 24 Stunden lang damit in Beriihrung gelassen. 
Hann nahmen wir die Pfliinzchen heraus und = schnitten von 
nen die Wurzeln ab, jedoch in solcher Weise, dali mit jeder 
Wurzel noch ein kleiner Teil des hypokotylen Giliedes  ver- 
bunden blieb. Die Kotvledonen wurden bei 75° getrocknet und 
-odann sehr fein zerrieben. Wir extrahierten 187 ¢ des luft- 
«knen Pulvers mit kochendem 90°/oigem Weingeist; das 
tXxtrakt verarbeiteten wir in der friiher oft schon beschriebenen 
Weise auf Aminosiiuren. Wir erhielten von letzteren nur ein 
sehr kleines Quantum. Als dieses Produkt mit einem Gemisch 
von Alkohol und Ammoniakfliissigkeit kurze Zeit im Wasserbade 
mnabig erwarmt wurde, blieb ein Teil desselben ungelost; dieser 
Hest gab mit Millonschem Reagens Tyrosinreaktion. Er wurde 
4 Entfernung von noch beigemengtem Leucin mit kaltem Wasser 
vehandelt. Dabei blieb ein Riickstand, der das Verhalten des 
Tyrosins zeigte; seine Quantitét betrug nur 1,5 mg oder un- 
Jelahr 0,001°/o des lufttrocknen Ausgangsmaterials. Gesetzt 
uch, daB die Abscheidung des Tyrosins mit betriichtlichem Ver- 
') Wie es auch Czapek (Ergebnisse der Physiologie, Bd. Il, 1, 
069) annimmt. 
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lust verbunden war, so lait sich doch aus dem Versuchserge! 
schhieben, dali die chloroformierten Kotyledonen nur eine iiu{;: 
geringe Tyrosinmenge enthielten. 

Die unteren Teile der Pflinzchen (Wurzel und Tei! 
hypokotylen Gliedes) wurden zerrieben, der Brei unter Zusa\ 
von dem gleichen Gewicht an Wasser bis auf ca. 90° erhitz: 
Die vom Ungelodsten abfiltrierte Fliissigkeit zeigte nach dem | 
hitzen mit Millonschem Reagens keine deutliche Roétung u 
konnte also nur eine minimale Quantitaét von Tyrosin einsehlielie: 
Sie wurde nach Entfernung der durch Bleiessig fiillbaren Sub- 
stanzen mit Mereurinitrat versetzt; der dabei entstandene Nied 
schlag wurde abfiltriert, ausgewaschen und sodann mit Schw¢ 
wasserstolf zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber abfiltriert 
Fliissigkeit lieferte, als sie mit Ammoniak neutralisiert und sodai 
im Wasserbade stark eingeengt worden war, auch bei liingerem 
Stehen keine Ausscheidung von Tyrosin. Beim Erhitzen 
Millonschem Reagens fiirbte sich diese Fliissigkeit rot, wora 
man wohl schleSen darf, dah sie eine aduberst geringe Tyros: 
menge einschlofb. Wir stellten ferner noch folgende Versu 
an: a) 12 ¢ Wurzeln von 2—2!/2 tagigen Keimpflanzen ward 
zerrieben, der Brei unter Zusatz von 10 cem Wasser 
etwas Chloroform in ein kleines becherglas gebracht, letzte: 
mit einem Uhrglase bedeckt. Nach 24 Stunden erhitzten 
das Becherglas mit seinem Inhalte im Wasserbade auf 9O0—5 
unter Zusatz einiger Tropfen von Essigsiiure, trennten die Fliis=ig- 
keit vom Ungeldsten und erhitzten eine Probe derselben’ 1 
Millonschem Reagens. Die Fliissigkeit fiirbte sich dabei 
gelblich; eine auf das Vorhandensein von Tyrosin hindeutenc 
Rotfiirbung derselben war nicht zu bemerken. b) In ein 
zweiten Versuche, fiir welechen ebenfalls 12 g Wurzeln yer- 
wendet wurden, verfuhren wir in der gleichen Weise, nur 
dem Unterschiede, daf wir den mit Chloroform versetzten Wurze.- 
bret 48 Stunden lang stehen lieben. Das Resultat war 
sleiche wie im ersten Versuch. ¢@) 12 ¢ Wurzeln wurden 
zerrieben mit etwas Chloroform in ein kleines Becherglas 2*- 
bracht. Nach 30stiindigem Stehen wurden sie zerrieben: de! 
wurde so behandelt, wie bei Versuch a) angegeben worde! 
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in diesem Falle gab die vom Ungelésten getrennte Fliissigkeit 
\Millonschem Reagens keine deutliche Tyrosinreaktion. Da- 
.ren trat diese Reaktion deutlich ein, wenn dem Wurzelbrei ein 
nig Tyrosin zugesetzt wurde; schon ein Zusatz von 0,005 g Ty- 
-in zu 12 g Wurzeln geniigte, um diesen Effekt hervorzubringen. 
Wir vermochten also nicht nachzuweisen, daf infolge des 
(hloroformierens der Tyrosingehalt der Wurzeln zunahm. In 
» chloroformierten Kotyledonen schien die Quantitiit des Tyrosins 
r grOBer zu sein; doch war, wie aus den von uns gemachten 
aben zu ersehen ist, nur eine iiuberst geringe Steigerung 
Tyrosingehaltes nachzuweisen. Zu dem gleichen Resultat 
rten auch folgende Versuche: Ein Quantum von 12 g Koty- 
lonen 2—2!/e tiigiger Keimpflanzen wurde zerrieben, der Bret 
miter Zusatz von 10 ecm Wasser und etwas Chloroform in einem 
edeckten Becherglase 30 Stunden lang stehen gelassen: dann 
erhitzten wir den Brei im Wasserbade unter Zusatz einiger 
Tropfen Essigsaure, trennten die Fliissigkeit vom Ungelosten 
it erhitzten eine Probe derselben mit Millonschem Reagens. 
Die Fliissigkeit nahm nur eine sehr schwache rétliche Fiirbung 
an: letztere war kaum stirker als diejenige, die wir bei gleicher 
Hehandlung nicht chloroformierter Kotyledonen erhielten. In 
einem zweiten Versuche wurden nicht zerriebene Kotyledonen 
init Chloroform in einem becherglaschen stehen gelassen: nach 
\ Stunden wurden sie zerrieben und nun in der schon be- 
schriebenen Weise behandelt. Das Resultat war das gleiche 
vie in dem ersten Versuche. 
vine rasche Steigerung des Tyrosingehaltes der Keimpflanzen 
‘olye des Chloroformierens haben wir also nicht nachzuweisen 
mocht. Unsere Beobachtungen geben keinerlei Anhaltspunkte 
uv die Annahme, dafi das in den Keimpflanzen auftretende 
rosin eine andere Quelle hat, als den Eiweibabbau. Wir haben 
rosin nur aus den Cotyledonen, niemals aber aus dem hypo- 
‘Vien Glied und der Wurzel der Keimpflanzen isolieren kOnnen. 
Verfahren, dessen sich Bertel bediente, um den Tyrosin- 


rif 
| 


| 


der chloroformierten und nicht chloroformierten Wurzeln 
estimmen, miissen wir auf Grund der von uns gemachien 
ichtungen fiir vOllig unbrauchbar erkliiren. 





Bildet sich Homogentisinsaure beim Abbau des Tyrosins in 
den. Keimpflanzen ? 
Von 




























E. Schulze und N. Castoro. 
(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziiric! 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juni 1906.) 


Die Angabe R. Bertels,!) dab beim Abbau des Tyrosins 
in den Keimpflanzen von Lupinus albus Homogentisinsiitre 
entsteht, hat vielfach Beachtung gefunden: ?) fiir uns war si 
von grofem Interesse, weil sie eine Stiitze fiir die Vermutungen 
zu liefern schien, die E. Schulze’) tiber das Schicksal de 
primaren EKiweibzersetzungsprodukte im Stoffwechsel der kK: 
pflanzen ausgesprochen hat. Denn die Bildung von Homogentisin- 


‘) Berichte der Deutsch. Botanischen Gesellschaft, 1902, Bd. X\ 
S. 454—463. Die Umwandlung des Tyrosins wird nach Bertels An- 
nahme durch ein Enzym, naémlich durch die schon linger bekani 
Tyrosinase, bewirkt; die dabei entstehende Homogentisinséure 
dann spiter durch ein anderes Enzym oxydiert werden. 

2) In den Abhandlungen verschiedener Autoren ist Berte!s 
gabe erwihnt worden. Einen Zweifel an der Bedeutung der Beo! 
tungen Bertels haben wir nur bei K. Shibata (Beitrage zur chemis: 
Physiologie und Pathologie, Bd. V, S. 384) gefunden. Dieser For 
spricht sich folgendermaffen aus: «Neuerdings suchte R. Berte|! 
Nachweis zu erbringen, dafv bei der Oxydation des Tyrosins 
Tyrosinase Homogentisinsiiure, NH, und CO, gebildet werden. Ges 
auf diese Beobachtungen glaubte F. Czapek hierin einen sicher | 
gewiesenen Fall von enzymatischer Desamidierung der Aminosiiure! 
blicken zu diirfen, und das Tyrosinferment sollte nach ihm ebenso g' 
eine Oxydase wie als eine Desamidase anzusehen sein. Meine « 
Untersuchung hat jedoch ergeben, dafi der ausgiebige Tyrosinumsa' 
BambusschOflingen und anderen wachsenden Pflanzenteilen ganz 
Beteiligung der Tyrosinase vor sich geht, und demnach erschein 
das regelmi&fige Zustandekommen des Tyrosin-Abbaues durch 
Oxydase ausgesclilossen. > 


) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 83—85 
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ure aus Tyrosin mul unter Sauerstoffaufnahme und unter Ab- 
-paliung von Kohlensiure und Ammoniak erfolgen; E. Schulze 
hat es aber fiir wahrscheinlich erklart, daf die primiren Eiweil- 
-rsetzungsprodukte im Stoffwechsel der Keimpflanzen der Oxy- 
ation verfallen und da dabei ihr Stickstoff in Ammoniak iiber- 
fiihrt wird, 
Die Beobachtungen, auf welche Bertels Angabe. sich 
‘indet, weisen eine Liieke auf: eine Isolierung der Homo- 
sentisinsiure aus Keimpflanzen ist von bertel nicht ausgefiihrt 
worden. Wir haben diese Liicke auszufiillen gesucht; das 
hesultat unserer Versuche war aber vollig negativ. 
Uber den Weg, den wir einzuschlagen hatten, um jenes 
Ziel zu erreichen, konnte ein Zweifel nicht bestehen. Wolkow 
und Baumann,!) die Entdecker der Homogentisinsiure, haben 
vezeigt, daB man diese Siure aus dem Alkaptonharn nach Zusatz 
von Schwefelsiiure durch Ausschiitteln mit Ather gewinnen kann: 
aus dem Riickstand, der beim Abdestillieren des Atherextraktes 
verbleibt, laBt sich jene Siure krystallisiert erhalten. Nach 
Garrod?) kann man aber auch zur Reindarstellung der Séure 
jenen Riickstand in Wasser lOsen, die LOsung in der Hitze mit 
bleiessig versetzen, die Flissigkeit der Filtration unterwerfen 
und das Filtrat der Ruhe tberlassen: aus letzterem = scheidet 
sich dann nach dem Erkalten das in Wasser sehr wenig l6s- 
liche Bleisalz der Homogentisinsiiure in Krystallen aus, aus 
diesem Salz laBt sich durch Zerlegung mit Schwefelwasserstof! 
Homogentisinsiure gewinnen. Diese Methoden waren bei der 
Untersuchung der Keimpflanzen anzuwenden. Auch in dem Falle, 
dah es nicht gelang, mit ihrer Hilfe die Homogentisinsiiure in 
Krystallen zu erhalten, multe letztere doch in dem beim Ver- 
dunsten des Atherextraktes verbleibenden Riickstande leicht 
hachzuweisen sein, da sie charakteristische Keaktionen gibt. 
Wenn man eine verdiinnte wiisserige HomogentisinsiiurelOsung 
ammoniakalischer Silbernitratsolution versetzt, so schwiirzt 
sich sofort oder binnen einigen Sekunden unter Ausscheidung 
') Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 277. 
Hoppe-Seylers Handbuch der physiologisch- und pathologisch- 
mischen Analyse, bearbeitet von Thierfelder, S 
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von Silber: diese Reaktion ist so empfindlich, daB man 
ihrer Hilfe noch Bruchteile eines Milligrammes Homogentis): 


























siure erkennen kann.!) Macht man eine wiisserige Losi). 
dieser Saure durch Zusatz von Ammoniak alkalisch und_ {ii\} 
sie dann an der Luft stehen, so farbt sie sich bald dunk. ' 
indem sie sich gleichzeitig triibt; je nach dem grédBeren ode 
eeringeren Gehalt an der genannten Siiure wird die Fliissigk, 

zuletzt schwarzbraun oder nur braun: auch diese Reaktion 

sehr empfindlich. Auf Zusatz eines Tropfens Eisenchlori: 
himmt eine wisserige HomogentisinsiurelOsung eine blaue Fitrbuiy 
an, die jedoch rasch verschwindet. Beim Erwiirmen mit Millon- 
schem Reagens fiirbt sich die wasserige LOsung der Siiure gel): 
beim Erkalten scheidet sich ein ziegelroter Niederschlag aus 

Diese von Wolkow und Baumann (loc. cit.) beschriebenen 
Reaktionen konnten wir aus eigener Anschauung kennen lernen. 
da wir durch die Giite des Herrn Dr. W. Falta in Base! 
den Besitz einer kleinen Quantitét von Homogentisinsiiure, dit 
cestellt aus Alkaptonharn, gelangten. Dies war fiir uns v 
grohem Werte: wir waren infolge davon auch imstande, di: 
weiter unten beschriebenen Versuche mit Keimpflanzenextrakten, 
denen etwas Homogentisinséure zugesetzt war, zur Ausfiihrun: 
zu bringen. 

Es sei hier noch darauf aufmerksam gemacht, dali die 
Homogentisinsiiure, die in alkalischer LOsung sich rasch zersetz!, 
in freiem Zustande, auch in wasseriger LOsung, weit bestiindize: 
ist: man hat daher nicht zu befiirehten, dab sie wiihrend der 
zu ihrer Abscheidung dienenden Operationen sich zersetzt 
infolee davon nicht nachzuweisen ist. 

Fiir den ersten Versuch verwendeten wir die Wurzein 
zweitiigiger Keimpflanzen von Lupinus albus, die nach berte:s 
Angabe Homogentisinsiiure enthalten sollen. Ein Quantum vo 

') Wir listen 0,005 ¢ Homogentisinsiiure in 10 ccm Wasser. | 
Probe dieser Lisung fiirbte sich auf Zusatz von ammoniakalischem 51 
nitrat sofort schwarz. Dann verdiinnten wir '/: ecm dieser Lésung, § 
haltend '4 mg Homogentisinsiure, mit Wasser auf 2 cem. Auch ¢ 
héchst verdiinnte Lisung firbte sich mit dem genannten Reagens bin 
wenigen Sekunden dunkel. 
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150 @ der frischen Wurzeln wurde raseh zerrieben, unter 
<itz von etwas Wasser!) auf ca. 90° erhitzt, dann auf ein 
seihtuch gebracht, die auf letzterem verbleibende Masse schlief- 
 ausgeprebt. Das Filtrat wurde mit 25 cem 5°/o iger Schwefel- 
‘ire versetzt, sodann in einem Scheidetrichter mit Ather ge- 
hiittelt. Die Trennung des dabei entstandenen iitherischen 
\uszugs von der wasserigen Schicht lie} sich ohne Schwierig- 
bewerkstelligen.?2) Die letztere Sehicht wurde dann noch 
nmal mit Ather durchgeschiittelt, das dabei erhaltene Ather- 
xtrakt mit dem zuerst gewonnenen vereinigt und zugleich mit 
tzterem der Destillation unterworfen. Dabei verblieb ein nur 
wenig gefarbter Riickstand, der mit kaltem Wasser behandelt 
urde. Die vom Ungelosten abfiltrierte, fast farblose Loésung, 
eren Volumen nur ea. 10 eem betrug, wurde im Wasserbade 
eelinder Wiirme ein wenig eingeengt und sodann auf Homo- 
entisinsiure untersucht. Sie zeigte folgendes Verhalten: 
a) Nach Zusatz von ammoniakalischer Silbernitratlisung 
‘irbte sie sich im Verlauf von ca. 1/, Minute gelb, wihrend einige 
eibliche Flocken sich ausschieden; die Fiirbung ging bei lingerem 
Sitehen in braun iiber, ohne das eine Triibung der Fliissigkeit 
erfolete; die gleich anfangs ausgeschiedenen weiblichen Flocken 
‘irbten sich nach und nach dunkel. 
b) Nach Zusatz von Ammoniak bis zum Eintreten einer 
aulkalischen Reaktion fiirbte sich die Fliissigkeit griinlich: eine 


Im ersten Versuch setzten wir dem Wurzelbrei etwas mehr als 
sleiche Gewicht an Wasser zu: der von den unlislichen Teilen ge- 
inte Auszug wurde sodann im Wasserbade eingeengt, ehe wir ihn 
Ather und Schwefelsiure schiittelten. In den spiiter ausgefiihrten 
suchen verringerten wir die dem Wurzelbrei zugesetzte Wassermenge 
i schiittelten die Extrakte mit Ather und Schwefelsiiure, ohne sie zuvor 
lengen. 

Die im Scheidetrichter vorhandene Flissigkeit trennte sich nach 

Durchsechiitteln bald in eine wisserige Sehicht und eine dariiber 
ndliche Emulsion. Die wiisserige Schicht wurde aus dem Scheide- 
er abgelassen; zu der in letzterem zuriickgebliebenen Emulsion 
n wir ein neues Quantum Ather und schiittelten noch einmal durch 
| erfolgte bald eine Trennung in eine klare iitherische Schicht und 
darunter stehende wiisserige, deren Volumen in diesem Falle selbst- 


tindlich nur gering war. 
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Dunkelfiirbung trat auch bei langem Stehen der alkalisch 
machten Probe an der Luft nicht ein. 

c) Auf Zusatz von etwas verdiinnter Eisenchloridlosuy. 
fiirbte sich die Fliissigkeit briiunlich-violett; eine Verinderw: 
der Farbung trat beim Stehen nicht ein. 

d) Mit Millonschem Reagens gab die Fliissigkeit einen 
weiBen Niederschlag; eine Fiirbung der Fliissigkeit oder de- 
Niederschlags beim Erwiirmen erfolgte nicht. 

Dali diese Reaktionen nicht diejenigen der Homogentisi: 
siure sind, war leicht zu konstatieren, indem wir jener Fliiss! 
keit eine sehr kleine Quantitiit der genannten Siiure zusetzte 
und sie sodann wieder untersuchten. Nach Zusatz von ammonia- 
kalischem Silbernitrat schwirzte sie sich nun binnen wenige 
Sekunden und wurde undurchsichtig. Mit Ammoniak alkalisc| 
gemacht und sodann der Luft ausgesetzt, firbte sie sich bat: 
braun. Mit Eisenchlorid gab sie eine rasch verschwindend 
Farbung, die nicht rein blau war, weil ja die Fliissigkeit auch 
vor dem Zusatz von Homogentisinsiiure durch das genann 
Reagens briiunlich-violett gefarbt wurde. 

In den Wurzeln der zweitagigen Keimpflanzen vermocht« 
wir also auf dem von uns eingeschlagenen Wege Homogentisiti- 
siure nicht nachzuweisen. Dies war uns insofern nicht s¢lir 
iiberraschend, als ja in Keimlingen solchen Alters erst ein selii 
kleiner Teil der Reserveeiweibstoffe zerfallen ist und demgemii! 
auch die Tyrosinbildung nur sehr schwach gewesen sein kann 
ist aber erst sehr wenig Tyrosin entstanden, so kann auch der 
Gehalt der Pflinzchen an Homogentisinsiiure nur ein sehr niv- 
driger sein.!) Fir einen zweiten Versuch verwendeten wi 
daher 6—7 tiigige Keimpflanzen der oben genannten Lupinusa:'! 
Solehe Pfliinzchen enthalten schon eine bedeutende Quantit®' 
von kiweibzersetzungsprodukten; aus ihren Kotyledonen | 
sich ohne Schwierigkeit Tyrosin isolieren. Da wir aus 































hypokotylen Glied und aus den Wurzeln diese Aminosiiure ni 


} 


darzustellen vermochten, so ist es sehr wahrscheinlich, ¢ 


‘) Wobei noch zu beriicksichtigen ist, dafSKi nach Bertels Anna 


die Homogentisinsiiure im Stoffwechsel der Pflanzchen der Oxyda 
verfiillt. 
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dieselbe in diesen Pflanzenteilen dem Abbau unterliegt. Gesetzt 
nun, daB dabei Homogentisinsiure sich bildet, so miissen hier 
fiir den Nachweis dieser Saure die Verhiiltnisse weit giinstiger 
en, als bei den zweitiigigen Keimpflanzen. Fiir unseren Ver- 
such verwendeten wir 500 g ganz frischer Wurzeln.!) Dieselben 
urden unmittelbar nach der Abtrennung von den Pflainzchen 
1 zerrieben und sodann ebenso behandelt, wie es oben fiir 

Wurzeln der zweitégigen Pflinzchen angegeben worden 
<t. Die beim Schiitteln des Extrakts mit Ather im Scheide- 
trichter entstandene atherische Losung lief sich auch hier ohne 


\W 


Schwierigkeit von der wiasserigen Schicht trennen. Der nach 
dem Abdestillieren des Athers verbliebene Riickstand wurde 
mit wenig Wasser behandelt. Die vom Ungeldsten abfiltrierte 
Fiiissigkeit, welche fast farblos war, wurde im Wasserbade 
noch ein wenig eingeengt, so dab sie nur ein Volumen von 
etwa 5 cem besab. Bei der Untersuchung dieser Fliissigkeit 
aul Homogentisinséure traten die gleichen Erscheinungen ein, 
wie sie bei der in gleicher Weise aus den Wurzeln der 2 tiigigen 
Piliinzchen gewonnenen Fliissigkeit beobachtet wurden; wir er- 
hielten also nicht die Keaktionen der Homogentisinsiure. 

Fir einen dritten Versuch verwendeten wir die nach Ab- 
treanung der Wurzeln iibrig gebliebenen Teile der 6—7tigigen 
Pilinzchen. Diese Teile wurden zerrieben: dann verfuhren wir 
sanz ebenso, wie es im vorigen fiir die Wurzeln angegeben 
worden ist. Die Trennung der beim Schiitteln des Extraktes 
mit Ather im Scheidetrichter gebildeten itherischen Lésung 

der wiisserigen Schicht ging hier wegen der weit groberen 
Konzentration des Extraktes nicht so leicht von statten, wie 
bel dem aus den Wurzeln dargestellten Extrakt: nach liingerem 
stehen war aber eine Scheidung der anfangs entstandenen 


‘, Bei Ausfiihrung dieses, sowie der folgenden Versuche wurden 
Wurzeln von den Pflinzchen so abgetrennt, daf mit jeder Wurzel 
ein kleiner Teil des hypokotvlen Gliedes verbunden war. Das 
ie gilt fiir die spiter beschriebenen Versuche mit chloroformierten 
inzchen. Dies erschien zweckmiahig, weil nach Bertels Angabe auch 
hypokotvlen Glied die Sphiirite auftreten, die er fiir Tyrosin und fut 


Muttersubstanz der Homogentisinsaiure hilt. 
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Emulsion so weit erfolgt, daf wenigstens der groBere Teil de; 
iitherischen Losung gewonnen werden konnte. Der beim A}- 
destillieren dieser Loésung verbliebene Ritickstand wurde 
Wasser behandelt, die vom UngelOsten abfiltrierte Fliissigke) 
auf Homogentisinsiiure untersucht. Das Resultat war das gleic),, 
wie in den ersten beiden Versuchen: es trat keine Erscheiny 
auf, die auf das Vorhandensein der genannten Saure zu schlie{): 
berechtigte. 

Fiir einen vierten Versuch dienten die Wurzeln 6 —7 tiigive; 
Keimpflanzen von Curcurbita Pepo. Da in diesen Keimpflanzey 
Tyrosin nachgewiesen worden ist, so schienen dieselben « 
giinstiges Objekt fiir die Priifung auf Homogentisinsiiure 
sein. Die Ausfiihrung des Versuches geschah so, wie o! 
beschrieben worden ist. Das Resultat war auch hier negat 

Die Versuche mit den Wurzeln 2tiagiger und 6—7tiig 
Keimpflanzen wurden spiiter von uns wiederholt, ohne dat 
Kesultat sich anderte. 

Khe wir weitere Versuche anstellten, priiften wir, ob cine 
geringe, einem Keimpflanzenextrakt zugesetzte Quantitat \ 
Homogentisinsiiure sich durch Ausschiitteln mit Ather unter 
Zusatz von Schwefelsiure wieder gewinnen lief. Wir zerrie|: 
120 g Wurzeln von 2tagigen Keimpflanzen und fiigten dem 
der oben beschriebenen Weise dargestellten Extrakt ungetlilir 
O,1 ¢ Homogentisinsiiure, auBerdem die erforderliche Quantitiil 
verdiinnter Schwefelséure zu: dann schiittelten wir die Fliiss 
keit im Scheidetrichter mit Ather. Die iitherische Lésung. 
auch in diesem Falle sich leicht von der wiisserigen Schl: 
trennte, wurde der Destillation unterworfen, der dabei ver- 
bliebene Riickstand mit wenig Wasser behandelt, die vom | !- 
gelOsten abfiltrierte Fliissigkeit im Wasserbade noch etwas ¢in- 
seengt. Diese Fliissigkeit gab sehr stark die Reaktionen 
Homogentisinsiiure: nach Zusatz von ammoniakalischem Siller- 
nitrat schwiirzte sie sich binnen einigen Sekunden, indem 
zugleich undurchsichtig wurde. Mit Ammoniak alkalisch 
macht und sodann der Luft ausgesetzt, fiirbte sie sich 
bald braun: auf Zusatz von Eisenchlorid nahm sie eine, fr 
nicht rein blaue Firbung an, die spiiter sich dnderte. 
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In einem zweiten Versuch setzten wir einem aus 60 g 
\Vurzeln unter Hinzufiigen von 40 cem Wasser in der gleichen 
\Veise hergestellten Wurzelextrakt nur 0,02 g Homogentisin- 
sjure zu und verfuhren dann ganz ebenso wie im ersten Ver- 
sche. Der beim Abdestillieren des Atherextraktes verbliebene 
Riickstand leferte auch in diesem Falle bei der Behandlung 
mit Wasser eine Losung, welche die Reaktionen der Homogen- 
tisinsiiture gab. 

In einem dritten Versuche machten wir einen noch ge- 
ringeren Zusatz von Homogentisinsaure; einem mit Wasser ver- 
diinnten Wurzelextrakt, dessen Volumen 50 cem betrug, fiigten 
wir nur 0,005 g der genannten Siiure zu. Eine Probe dieser 
I liissigkeit schwirzte sich mit ammoniakalischem Silbernitrat 
i kurzer Zeit; eine andere Probe, die mit Ammoniak alkalisch 
gemacht worden war, farbte sich bei Luftzutritt bald dunkel. 
Wir brachten diese Fliissigkeit sodann durch Zusatz einer neuen 
Quantitait des verdiinnten Wurzelextraktes auf 80 ccm. Auch 
cine Probe dieser noch stirker verdiinnten Flissigkeit schwiirzte 
sich mit ammoniakalischem Silbernitrat ; doch dauerte es 30 Se- 
kunden, bis die Reaktion eintrat. Nun wurde das Volumen der 
restierenden Fliissigkeit durch Zufiigen von verdiinntem Wurzel- 
extrakt auf 100 cem gebracht; auch in dieser Verdiinnung gab 
sie noch die Reaktion mit ammoniakalischem Silbernitrat, aber 
erst nach Verlauf von ca. 1 Minute. In diesen Versuchen gab 
also die Homogentisinsiure ihr Vorhandensein zu erkennen, 
auch ohne daB sie zuvor mit Ather ausgeschiittelt 
vorden war. Der nach Ausfiihrung dieser Reaktionen noch 
brig gebliebene Teil des mit Homogentisinsiure versetzten 
Extrakts wurde sodann unter Zusatz von Schwefelsiure im 
Scheidetrichter mit Ather geschiittelt; in dem beim Abdestillieren 
des atherischen Extrakts verbliebenen Riickstande lief sich leicht 
Humogentisinsiiture nachweisen. 

Als wir einer Probe des gleichen, aber nicht mit Homogen- 
lisinsdéure versetzten Extraktes ammoniakalisches Silbernitrat 
zufiigten, trat erst nach Verlauf von mehr als 5 Minuten eine 
hirbung ein. Zuniichst fiirbte sich der Extrakt gelb; erst bei 
noch langerem Stehen wurde die Fiirbung dunkler. Eine plotz- 
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lich eintretende Schwirzung und gleichzeitiges Undurchsichtig- 
werden des Extraktes, wie es bei den mit Homogentisinsiity:. 
versetzten Fliissigkeiten beobachtet wurde, trat hier iiberhawp 
nicht ein, ebensowenig eine Dunkelfaérbung einer mit Ammoniak 
alkalisch gemachten Probe beim Stehen an der Luft. ') 

Fiir einen vierten Versuch verwendeten wir ein aus dey 
Wurzeln &tigiger Keimpflanzen gewonnenes Extrakt, welches 
bedeutend konzentrierter war, als das fiir den dritten Versuc); 
benutzte; wir setzten diesem Extrakt 0,004 g Homogentisin- 
siiure, gelost in 8 cem Wasser, zu. In einer mit ammoniakalischer 
silberlosung versetzten Probe dieser Fliissigkeit begann erst nach 
mehreren Minuten die Reduktion; dann aber schwiirzte sich di 
Probe rasch. Eine mit Ammoniak alkalisch gemachte Probe der 
gleichen Fliissigkeit fiirbte sich beim Stehen an der Luft bald braun. 

Die im vorigen mitgeteilten Beobachtungen mubften wns 
zu der Uberzeugung fiihren, daB ein Gehalt eines Keimpflanzen- 
extraktes an Homogentisinsiiure, auch wenn derselbe nur gering ist, 
sich leicht erkennen lift; auch miissen wir aus ihnen die Schluli- 
folgerung ableiten, dafi die von uns untersuchten Keimpflanzen 
keine Homogentisinsiure enthielten. Nicht ausgeschlossen bleilit 
selbstverstiindlich die Moglichkeit, dafi in den Keimpflanzen- 
extrakten nur Spuren von Homogentisinséiure enthalten waren. 


































') Wir haben wiederholt Proben der in friiher beschriebener Weis 
aus den zerriebenen Wurzeln 2tigiger und 6—7tagiger Keimpflanzen dar- 
gestellten Extrakte alkalisch gemacht und dann an der Luft stehen gelassen, 
konnten aber nicht bemerken, dafi sie auch bei langerem Stehen braun 
wurden —- was doch auch bei einem nur geringen Gehalt dieser Extrakte 
an Homogentisinsaure hitte eintreten miissen. Dagegen farbte sich der 
Wurzelbrei, wenn man ihn unter Zusatz von Chloroform oder auch ohne 
einen solchen an der Luft stehen lief, nach Verlauf von einigen Stunden 
meistens rétlich oder briaunlich, eine Erscheinung, die bekanntlich b 
vielen Pflanzenteilen eintritt. Mit der Homogentisinsdure hatte di 
Fiirbung offenbar nichts zu tun; anderenfalls hatte man durch Zusa'z 
von Alkali zum Wurzelbrei das Eintreten der Farbung beschleunigen 
kénnen; dies gelang aber nicht. Auch wiirden, falls das Vorhandense:n 
von Homogentisinséiure die Ursache der Fairbung gewesen wiire, die ails 
dem Wurzelbrei dargestellten Extrakte sich nach dem Zusatz von Alka 
an der Luft braun firben miissen; dies trat aber nicht ein, wie 0! 
schon mitgeteilt worden ist. 
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Um kein Mittel zur Darstellung von Homogentisinsiiure 
is den Keimptlanzen unbenutzt zu lassen, stellten wir unter 
Verwendung des von Garrod (loc. cit.) angegebenen Verfahrens 
och einige Versuche an. 500 g ganz frische Wurzeln von 
i—7tiigigen Keimpflanzen von Lupinus albus wurden zerrieben 
nd sodann in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. Den 
veim Abdestillieren des atherischen Extrakts verbliebenen Ruck- 
stand behandelten wir mit Wasser: die vom Ungeldsten ab- 
‘ltrierte wiasserige LOsung, deren Volumen ungefahr 20 ccm 
betrug, wurde im Wasserbade moglichst stark erhitzt und 
-odann mit Bleiessig versetzt. Ein dabei entstandener amorpher 
\iederschlag wurde rasch abfiltriert, das farblose Filtrat einige 
‘age lang der Ruhe iiberlassen. In diesem Filtrat bildete sich 
cine kleine weife Ausscheidung, die aber wahrscheinlich zum 
robten Teil aus Bleicarbonat bestand. Sie wurde abiiltriert, 
mit wenig kaltem Wasser gewaschen, zwischen FlieSpapier 
abgepreBt, sodann in Wasser verteilt und durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Der vom Schwefelblei abfiltrierten Fliissig- 
eit fiigten wir, nachdem sie im Wasserbade eingeengt worden 
war, ammoniakalisches Silbernitrat zu. Es trat keine Reduktion 
‘on Silber und keine Dunkelfiirbung ein; demnach enthielt 
liese Fliissigkeit keine Spur von Homogentisinsiaure. Hatte 
etztere Siure sich in dem Atherextrakt vorgefunden, so hiitte 
1 dem von uns ausgeftihrten Versuche eine Ausscheidung von 
homogentisinsaurem Blei entstehen miissen. 

Ein zweiter, in der gleichen Weise ausgefiihrter Versuch, 
‘ir welchen ungefahr die gleiche Quantitét von Wurzeln 6- bis 
7 tigiger Keimpflanzen verwendet wurde, lieferte gleichfalls ein 
ganz negatives Resultat. 

Mit Riicksicht auf Bertels Angabe, daf in chloroformierten 
Keimpflanzen, sowie in chloroformierten Wurzeln solcher Pflanzen 
Homogentisinséure in etwas grOBerer Menge zu finden sei, war 
es erforderlich, noch einige andere Versuche auszufiihren. Wir 
prachten 860 g 2—3tiagige Keimpflanzen von Lupinus albus 
mit Chloroform und Wasser’) in ein Becherglas und liefen sie 


1) In unseren Versuchen wendeten wir Chloroform und Wasser 
ieistens im Verhiltnis 1:10 an. 
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darin zwei Tage lang stehen. Dann wurden die Wurzeln vv 
den Pflianzchen abgetrennt und in der friiher beschriebene; 
Weise untersucht. Homogentisinsiure vermochten wir dari 
nicht nachzuweisen: der beim Abdestillieren des Atherextrakt- 
verbliebene Riickstand gab an Wasser keine Substanz ab, welc}): 
die Keaktionen der genannten Siéure zeigte. 

Zwei andere Versuche mit je 100 g Wurzeln stellten wir in 
folgender Weise an: Die Wurzeln wurden zerrieben, der Brei mi! 
200 com Chloroformwasser in ein Glaskélbchen gebracht, letzteres 
mit einem Wattepfropf verschlossen und sodann im Thermostaten 
auf 35—40° erhitzt. Das Erhitzen wurde in einem Falle zwei Tage. 
im anderen drei Tage lang fortgesetzt. Dann wurde der Inhal 
der KOlbchen in der friher beschriebenen Weise auf Homw- 
gentisinsiure untersucht. Das Resultat war auch hier negatiy. 

Diese beiden Versuche hielten wir von vornherein fiir aus- 
sichtslos. Eine Zunahme der Homogentisinsiiure in den Wurzeli 
infolge des Chloroformierens ware nur zu erwarten gewesen, 
wenn, wie Bertel es annimmt, diese Operation eine Steigerung 
des Tyrosingehalts der Wurzeln bewirkt hatte. Bei den von 
uns untersuchten Wurzeln der Keimpflanzen von Lupinus albus 
war aber von einer solchen Steigerung nichts zu bemerken, 
wie aus den in der vorhergehenden Abhandlung von uns ge- 
machten Mitteilung zu ersehen ist. Wir haben daher noch 
einen dritten Versuch in folgender Weise angestellt: 100 ¢ 
Wurzeln wurden zerrieben, der Brei nach Zusatz von 0,3 ¢ 
Tyrosin mit 200 ecm Chloroformwasser in ein Kolbchen gebrach 
und nun drei Tage lang im Thermostaten auf 35—40° erhitzt. 
Dann verarbeiteten wir den Inhalt des Kélbchens in der vorher 
schon beschriebenen Weise. Homogentisinsiure konnten wir 
darin eben so wenig nachweisen, wie in den ohne Zusatz von 
Tyrosin fiir den Versuch verwendeten Wurzeln. Zu erwiihnen 
ist noch, dag der im letzten Versuch bei Verarbeitung des 
Wurzelbreies erhaltene Extrakt noch Tyrosin enthielt. Derselbe 
gab beim Erwiirmen mit Millonschem Reagens eine rot gefarbte 
Losung. Ferner konnten wir aus der nach dem Schiitteln mi! 
Ather und Schwefelsiiure im Scheidetrichter von dem Ather- 
extrakt getrennten wiisserigen Fliissigkeit leicht Tyrosin zur A)- 











Bildet sich Homogentisinséure in Keimpflanzen* tH), 





scheidung bringen. Diese Fliissigkeit wurde mit Bleiessig ver- 
<eizt und sodann filtriert: dem Filtrat vom Bleiniederschlag 
fiizten wir Mercurinitrat zu und stumpften sodann die Aciditiit 
der Fliissigkeit durch Zusatz von etwas Natriumearbonat ab. 
Der Mercurinitratniederschlag wurde nach einigen Tagen ab- 
iltriert, ausgewaschen, sodann in Wasser verteilt und durch 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die vom Schwefelquecksilber ab- 
(iltrierte Fliissigkeit hierauf mit Ammoniak neutralisiert und im 
\Vasserbade stark eingeengt. Nach dem Erkalten krystallisierte 
aus dieser Fliissigkeit Tyrosin aus. Dasselbe gab sowohl die 
Hoffmannsche wie die Piriasche und die Mornersche Tyrosin- 
reaktion. Die Ausbeute an Tyrosin aus dieser Fliissigkeit be- 
trug O,O2—O0,03 g. Wie schon in der vorhergehenden Abhand- 
ung hervorgehoben worden ist, geht das Tyrosin nur partiell 
in den Mercurinitratniederschlag ein; aus dem Ergebnis unseres 
Versuches laBt sich also nur schliefen, dali wihrend des Ver- 
suches das dem Wurzelbrei zugesetzte Tyrosin nicht vollstindig 
umgewandelt worden ist; ob es an Menge abgenommen hatte 
oder nicht, laBt sich nicht entscheiden. 

Auch ein Versuch, in welchem wir den Wurzelbrei unter 
Zusatz von Tyrosin und von Chloroform 24 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur stehen lieben und sodann auf Homogentisin- 
siure untersuchten, gab ein negatives Resultat. 

Da Bertel annimmt, daB in der Wurzelspitze ein Enzym 
euthalten ist, durch welches die Homogentisinsiure oxydiert 
wird, so stellten wir noch einen Versuch in folgender Weise 
au: Von den ca. 4em langen Wurzeln 2—2!/2tiigiger Keim- 
pilanzen von Lupinus albus wurden die Wurzelspitzen in einer 
Linge von ca. 1 cm abgetrennt und entfernt, die tbrigen Teile 
der Wurzeln fiir den Versuch verwendet. Ein Quantum von 
190 g dieses Materials wurde zerrieben, der Brei unter Zusatz 
von 20 eem Chloroform und 180 ccm Wasser in ein Becherglas 
gebracht. Letzteres bedeckten wir mit einer Uhrschale und 
eben es unter einer Glasglocke 24 Stunden lang stehen. Dann 
wurde der Inhalt des Glases in eine Schale gebracht und im 
Wasserbade auf ca. 80° erwirmt, hierauf rasch abgekiihlt. Dann 


trennten wir mit Hilfe eines Seihtuches das Extrakt von den 
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unléslichen Teilen und schiittelten es nach Zusatz von 30 ce 
5°/oiger Schwefelsiiure im Scheidetrichter mit Ather. Die yoy 
der wisserigen Schicht getrennte itherische Schicht wurde dep 
Destillation unterworfen, der dabei verbliebene Riickstand 1m) 
kaltem Wasser behandelt. Die vom Ungelosten abfiltrierte 
wisserige Losung, deren Volumen nur ca. 5 ccm betrug, wurde 
auf Homogentisinséure untersucht. Eine Probe dieser Lésune 
gab auf Zusatz von ammoniakalischem Silbernitrat eine der 
Quantitiit nach nicht bedeutende weibe Fallung, die durch F\!- 
tration sofort beseitigt wurde. Das Filtrat, welchem noch etwas 
ammoniakalisches Silbernitrat zugefiigt wurde, firbte sich im 
Verlauf von ca. 1 Stunde gelb; eine Schwarzung trat, auch bei 
lingerem Stehen, nicht ein (erst nach 24stiindigem Stehen 
hatten sich darin einige dunkel gefiirbte Flocken ausgeschiede: 
Auch die anderen weiter oben beschriebenen Reaktionen der 
Homogentisinsiure traten in dieser Fliissigkeit nicht ein. 
Endlich stellten wir noch Versuche mit 8tiigigen Keim- 
pflanzen von Lupinus albus an, welche etwas langsamer ge- 
wachsen waren, als die fiir die bisher beschriebenen Versuclie 
angewendeten Pflianzchen. Ein Quantum von ca. 200 g der you 
diesen Keimpflanzen abgetrennten Wurzeln wurde sofort zer- 
rieben, der Brei unter Zusatz von etwas Wasser auf ca. i)” 
erhitzt, dann auf ein Seihtuch gebracht, der auf letzterem ver- 
bliebene Zellfaserriickstand nach dem Abfiltrieren des Extraktes 
ausgeprebt. Das Extrakt wurde nach Zusatz von 30 cem 5° oiger 
Schwefelsiiure im Scheidetrichter mit Ather geschiittelt, die 
iitherische LOsung abdestilliert, die bei Behandlung dieses Riick- 
standes mit Wasser resultierende Losung auf Homogentisin- 
siiure untersucht. Dabei traten, ebenso wie in den friiher aus- 
gefiihrten Versuchen, keine Erscheinungen ein, die auf das 
Vorhandensein dieser Saure schliefSen lieben. Wir tibergossen 
nun den auf dem Seihtuch gebliebenen Zellfaserriickstaud mit 
Wasser, setzten 30 ccm 5°/oiger Schwefelsiure zu, trennten 
nach ca. !/2 Stunde die Fliissigkeit vom Ungelésten und schiittelten 
sie im Scheidetrichter mit Ather. Die atherische Liésung wurde 
der Destillation unterworfen, der dabei verbliebene Riickstand 
mit Wasser behandelt. Das Volumen der in dieser Weise er- 
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haltenen, durch Filtration vom Ungelosten getrennten, farblosen 
liissigkeit betrug nur ca. 5cem. Auf Zusatz von ammonia- 
alischem Silbernitrat farbte sich diese Fliissigkeit erst nach 
Verlauf von 1—2 Minuten gelb; die Farbung wurde beim Stehen 
ingsam dunkler. Als die Fliissigkeit mit Ammoniak alkalisch 
semacht wurde, farbte sie sich schwach violett:; selbst bei stunden- 
langem Stehen unter Luftzutritt ging die Farbung nicht in braun 
iber. Eine Blaufaérbung der Fliissigkeit durch Eisenchlorid war 
nicht zu bemerken. Auch hier also war Homogentisinsiiure 
nicht nachzuweisen. 

Eine zweite Portion der gleichen Wurzeln, im Gewicht 
von ea. 200 g, wurde zerrieben, der Brei nach Zusatz von etwas 
\Vasser und von Chloroform in einem gut bedeckten Becher- 
slase 24 Stunden lang stehen gelassen. Dann fiigten wir dem 
breil, ohne ihn zuvor zu erhitzen, 30 cem Schwefelsiiure 
zu, trennten das Extrakt vermittelst eines Seihtuches vom Un- 
celjsten und schiittelten es im Scheidetrichter mit Ather. Der 
beim Abdestillieren des iitherischen Extraktes verbliebene Riick- 
-tand wurde mit Wasser behandelt, die farblose Losung, deren 
Yolumen nach der Filtration kaum 5 ccm betrug, auf Homo- 
ventisinsiiture untersucht. Auf Zusatz von ammoniakalischem 
~ilbernitrat gab diese Lésung einen farblosen Niederschlag, der 
dureh Filtration sofort entfernt wurde. Das Filtrat, welchem 
noch etwas vom Reagens zugefiigt wurde, farbte sich nach 
i—2 Minuten gelb; die Farbung ging bei langerem Stehen sehr 
langsam in Braun tiber. Eine mit Ammoniak alkalisch gemachte 
Probe der gleichen Fliissigkeit farbte sich beim Stehen an der 
Luft nicht braun. Von einer Blaufarbung der Lésung durch 
Lisenchlorid war nichts zu bemerken. Homogentisinséiure war 
ulso auch in dieser Lésung nicht nachzuweisen. Es ist be- 
merkenswert, dafi diese Losung sich mit ammoniakalischem 
Silbernitrat schwicher farbte als diejenige, die bei Verarbeitung 
nichtchloroformierter Wurzeln in der gleichen Weise erhalten 
worden war. Das gleiche gilt auch fiir den Versuch mit chloro- 
‘ormierten Wurzeln, von denen die Spitze abgetrennt worden 
war. Fails in den chloroformierten Wurzeln Homogentisinsaéure 
sebildet worden wire, so hiitte die Silberreduktion in den nach 
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dem beschriebenen Verfahren erhaltenen Losungen weit stiirke 
und in solcher Weise auftreten miissen, wie dies in Hom 
gentisinsiurel6sungen geschieht. 

Wir vermochten somit weder in den frischen noch j, 
den chloroformierten Keimpflanzen Homogentisinséure aufzi- 
finden. Es entsteht nun die Frage, welche Bedeutung gegen- 
liber den negativen Resultaten unserer Versuche den Reaktione) 
zukommt, auf welche Bertels Angabe sich stiitzt. Es scheint 
uns, dab Bertel ein Hauptgewicht auf die durch den Keim- 
pflanzensaft bewirkte Reduktion von ammoniakaliseher Silber- 
losung legt. Wir machen aber darauf aufmerksam, dal} dic 
Zahl der silberreduzierenden Substanzen, die in den Organisme) 
aultreten konnen, nicht gering ist. Wir verweisen auf eine yon 
kK. Baumann!) gegebene Aufziihlung solcher Stoffe. Auberdem 
aber trat die Silberreduktion in den von uns untersuchten 
Keimpflanzenextrakten, sowie in den wiisserigen Lésungen ce! 
daraus durch Ausschiitteln mit Ather gewonnenen Stoffe in 
anderer Weise ein, als in einer Homogentisinsaiureldsung — 
worauf wir oben schon aufmerksam gemacht haben. Berte! 
gibt ferner an, dafi er bei seinen Objekten die Reaktionen de 
Homogentisinsdure mit Eisenchlorid und mit Millonschem 
Reagens erhalten habe. Wir glauben, da diese Reaktionen. 
wenn man sie im Keimpflanzensaft auftreten sieht, mehrdeutiy’ 
sind und daf} sie durch das Vorhandensein anderer Saftbestani- 
teile unsicher gemacht werden kénnen. Zur Stiitze dieser Ansichit 
weisen wir darauf hin, da Substanzen, die mit Millonschem 
Reagens Firbungen oder Fillungen geben, im Saft der Keim- 
pflanzen niemals fehlen; was das Eisenchlorid betrifft, so nahin 


') Pfliigers Archiv der Physiologie, Bd. XXIX, S. 414. 

*) Zur Stiitze dieser Behauptung weisen wir darauf hin, daf in 
Alkaptonharn neben Homogentisinsaéure hin und wieder noch eine ande: 
Siiure auftritt, welche ganz die gleichen Reaktionen gibt, wie 
Homogentisinsiiure. Man bezeichnet diese Séiure als Uroleucinsau 
und glaubt, dafi sie eine Dioxyphenylmilchsdure sei (ihre For 
ist CH,,0,). Doch ist ihre Struktur bis jetzt nicht sicher festges! 
worden; es lift sich daher auch nicht sagen, ob sie in Beziehung 
Tyrosin steht (man vergl. Hoppe-Seylers Handbuch der physiologis 
und pathologisch-chemischen Analyse, bearbeitet von Thierfelder, 5.25; 
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Bildet sich Homogentisinsiure in Keimpflanzen ? i11 


r Saft der von uns untersuchten Wurzeln auf Zusatz dieses 
weagens eine dunkle bestindige Farbung an. Sodann weisen wir 
ch darauf hin, daB wir durch Schiitteln mit Ather unter Zusatz 
n Schwefelsiure aus den Keimpflanzenextrakten keine Stoffe 
ewinnen konnten, welche die hier in Frage stehenden Reaktionen 
ben. Endlich sagt Bertel noch, dafi ihm auch die Darstellung 
Athylesters der Homogentisinsiiure gelungen sei. Das be- 
ifen wir nicht recht, da in Bertels Abhandlung von einer 
\pscheidung der Homogentisinsiiure aus den Keimpflanzen nicht 
Rede ist: auch gibt Bertel nicht an, wie jener Ester dar- 
-tellt und in welcher Weise er mit Homogentisinsiiureester 
entifiziert wurde. Wir werden in bezug auf diese Punkte 
er besseren Belehrung nicht unzugiinelich sein: aber wir 
ssen einstweilen im Hinblick auf die negativen Ergebnisse 
nserer Versuche an dem Vorhandensein yon Homogentisin- 
ure In den Keimpflanzen zweifeln. 
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; IV. Mitteilung. 
Uber das Vorkommen des Carnosins, Carnitins und 
Methylguanidins im Fleisch. 


Von 
R. Krimberg. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau 


Der Redaktion zugegangen am 1, Juli 1906.) 


Im Jahre 1900 erschien die erste Mitteilung von WI. Gule- 
witsch iiber die Extraktivstoffe der Muskeln. Die Arbeit w 
gemeinschaftlich mit S. Amiradzibi ausgefiihrt worden 
hatte zur Entdeckung des Carnosins in Liebigs Fleisc! 
extrakt gefiihrt.!) Als ich spéter auf die Veranlassung uni 
unter der Leitung meines hochgeehrten Lehrers des Herrn Pro 
WI. Gulewitsch, wofiir ich ihm an dieser Stelle meinen ver- 
bindlichsten Dank ausspreche, zur Fortsetzung dieser Arbeit« 
schritt, erwies es sich, dafi die neuentdeckte Base im genannii 
Kleischextrakte in recht bedeutender Menge enthalten, und di 
der Gehalt der verschiedenen verarbeiteten Proben des Extrakt: 
an dieser Base keinen grofen Schwankungen unterworfen i=! 
Hieraus konnte man den SchluB ziehen, dab das Carnosi: 
hochstwahrscheinlich, ein stindiger Bestandteil der Muskeln | 
daf’ das Vorkommen dieser Base in Liebigs Fleischextrak! 
nicht auf irgend welche sich im Muskelgewebe abspielende po-!- 
mortalen chemischen Prozesse oder gar auf die bei der Bereitun: 
resp. bei dem Aufbewahren des Extraktes statthabenden Z:- 
setzungserscheinungen zuriickzufiihren ist, sondern da diese! 
im tierischen Organismus schon intra vitam vorkommt.  \\ 
dagegen die zweite, von Wl. Gulewitseh und mir ebentfa 
in Liebigs Fleischextrakt entdeckte Base, das Carnitin:? 
belangt, so schien der intravitale Ursprung dieses Kory 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 8S. 565, und Ber. d. Deutsch 


Ges., Bd. XXXII, S. 1902. 
Diese Zeitschrift. Bd. XLY, S. 326. 
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niger sicher zu sein. Die weiteren Versuche iiber das Carnitin 
ben naimlich gezeigt, dab zwar auch diese Base unzweifelhaft 
ein standiger Bestandteil des Liebigschen Fleischextraktes 
zusehen, dafi ihre Ausbeute aus demselben aber eine geringere 
die des Carnosins ist. Hierbei ist zu bemerken, daB eine 
riedigende Bestimmung der Ausbeute des Carnitins vorliutig 
‘+h beinahe unmoglich ist, weil es erst nach vorangehender, 
ur komplizierter Bearbeitung des Fleischextraktes isoliert wird, 
weil seine Ausscheidung und Reinigung in der Form der 
~ biimat- und Phosphorwolframséureverbindungen mit ziemlich 
jen Verlusten verkniipft ist. Endlich, der dritte Korper, von 
chem unten die Rede sein wird, das Methylguanidin, ist 
ierdings im Fleischextrakte von zwei Forschern unabhiangig 
einander und auf verschiedenem Wege entdeckt worden. 
eine dieser Forscher, Fr. Kutscher,!) bertihrt die Frage 
er den mdglichen Ursprung dieses Kérpers gar nicht, der 
lere, Wl. Gulewitsch,?) dagegen hatte sich fiir den intra- 
len Ursprung des Methylguanidins ausgesprochen. Um die 
‘yage tuber das Vorkommen der drei genannten Korper im 
‘iskelgewebe als dessen priformierte Bestandteile endgiiltig zu 
entscheiden, stellte ich mir zum Ziel, dieselben direkt aus dem 
F eische zu gewinnen. Das Verfahren, welches ich dazu be- 
iizt habe, ist das von WI. Gulewitsch ausgearbeitete, wie 
‘asselbe in seinen soeben angefiihrten Arbeiten im allgemeinen 
<chrieben ist. 
Unmittelbar nach dem Schlachten eines Ochsen wurde ein 
stiick Fleisch (Rippenkreuz) ausgeschnitten, nach Moglichkeit 
n Knochen, Fett und Bindegewebe gereinigt, schnell in diinne 
scheiben und Stiickchen geschnitten und sofort in kochendes 
\\asser geworfen. Die Operation der Reinigung und Zer- 
inerung des Fleisches dauerte ungefiihr eine halbe Stunde. 
s Gewicht des auf solche Weise gewonnenen Muskelgewebes 
‘rug 4,5 kg. Nachdem alles Fleisch ins Wasser gebracht war, 
irde die Fliissigkeit noch eine halbe Stunde gekocht. Dann 
rde das Fleisch fein zerhackt und mit der abgegossenen 
') Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, 8.531 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XLVI, 8. 475 
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Fliissigkeit noch eine Stunde gekocht. Alsdann wurde die Fliissic- 
keit durch Musselin koliert, und das mit Hilfe eines Handtuchs 
ausgepreBte Fleisch auf die angegebene Weise mit frischer 
Wasser noch zweimal ausgekocht. Die vereinigten gelblich v 
fiirbten Ausziige betrugen ungefiihr 25 1 und reagierten amphote 
auf Lackmus. Sie wurden bis auf 21 eingeengt und mit einer 
20° oigen Lésung von neutralem essigsauren blei gefallt. er 
Niederschlag wurde abgesaugt und gewaschen, das Filtrat mitte!s 
Schwefelwasserstoff entbleit. Das Filtrat vom Schwefelble) 
wurde bis auf etwa °/1 1 eingeengt und mit einer konzentrierten 
Lisung von Phosphorwolframsiure unter Vermeidung eines 
sriferen Uberschusses derselben ausgefillt. Der entstander 
reichliche Niederschlag wurde am anderen Tag abgesaugt, ge- 
waschen und durch Zerreiben mit Barythydrat bei Zimmer- 
temperatur zersetzt. Das durch Kohlensiure vom iiberschiissigen 
Baryt befreite Filtrat wurde mit Salpetersaure neutralisiert, |is 
auf etwa '/2 1 eingedampft und mit 20°/oiger SilbernitratlOsung 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr entstand. Die ausge- 
schiedenen Silberverbindungen der Alloxurbasen wurden abge- 
saugt und gewaschen, und zum Filtrat weitere Mengen der 
Silbernitratlosung hinzugefiigt, bis eine kleine Probe der Fliissiz- 
keit auf einem Uhrglase mit Barythydrat vermischt, keine weilie, 
sondern eine gelbe, schnell schwarz werdende Fiallung lieferte. 
Darauf wurde die Fliissigkeit mit einer warmen gesiittizten 
Losung von Barythydrat ausgefallt, der ziemlich reichliche Nied 
schlag abgesaugt und sorgfaltig gewaschen. 

Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff behande t. 
die Fliissigkeit durch Absaugen vom Schwefelsilber befreit. mi! 
Kohlensiure gesattigt, nochmals filtriert, eingeengt und 
Salpetersaiure neutralisiert. bald darauf erstarrte die eingeeny|: 
Fliissigkeit zu einer Masse, welche aus sternartigen Drusen \ 
nadelfOrmigen Krystallen bestand. Dieselben wurden abgesaug! 
und mit wenig Wasser gewaschen. Einmal umkrystallisiert, wog 
diese Fraktion 2,4 g. Die Substanz wurde im Vakuumexsikkator 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, wobei sie kein Krys! 
wasser verlor, und zur bestimmung des Stickstoffs und 
spezifischen Drehung angewandt. 
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Aus 0.1694 ¢ Substanz wurden 35,95 ccm N bei 17° und 754 mm Bar. 


aiten. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,O,-HNO,: 
Eie wasserige Losung der Substanz bei p == 8,212°o, t 15° 
| | = 100 mm ergab 
a = + 1,92° oder [aj = + 22.6°. 
| Dp 


Die Ergebnisse der Bestimmung des Stickstoffs und der 
ezifischen Drehung zeigen also unzweifelhaft, daf die ge- 
vonnene Substanz das salpetersaure Salz des Carnosins ist. 
Vach den neueren noch nicht veroffentlichten genauen Bestim- 
mungen, deren Ergebnisse mir von Herrn Prof. WI. Gulewitsch 
‘reundlicherweise mitgeteilt worden sind, muff namlich die 
<pezilische Drehung des Carnosinnitrats auf + 22,53° bei p = 
s.097°/o und t = 19° geschitzt werden. 

Aus den beiden vereinigten Mutterlaugen wurden noch 
zwei weitere Fraktionen ebensolcher Krystalle gewonnen, die 
eine wog 3g und die andere 2g. Diese letzte Fraktion war 
stark gelblich gefarbt und schmolz bei etwa 200°. Sie wurde 
mit Tierkohle behandelt und noch einmal umkrystallisiert, wonach 
br Schmelzpunkt bis auf 210 —212°stieg: nach den Bestimmungen 
von WI. Gulewitsch und 5. Amiradzibi') schmilzt das 
Carnosinnitrat bei 211—212°. Nach dem Einengen der letzten 
Mutterlauge wurde ein dicker, gelber, nicht krystallisierbarer 
sirup erhalten. Im ganzen wurden also aus 4,5 kg Fleisch 
7.4 ¢ Carnosinnitrat isoliert. 

Das Filtrat vom Carnosinsilber wurde mit Kohlenséure 
resiittigt, der Niederschlag abgesaugt und gewaschen. Aus dem 
neuen Filtrat wurde das Carnitin nach dem von Gulewitsch 
ind mir?) beschriebenen Verfahren isoliert, mit dem Unter- 
<‘hiede, daB zur Fallung des Carnitins anstatt der Platinchlor- 
wasserstoffsiure die Goldchlorwasserstoffsiure angewandt wurde, 
nd dafi das Carnitin vor dieser Fallung durch fraktionierte, 
iter der Kontrolle der mikroskopischen Untersuchung *) durch- 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 8. 567. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 8S. 327—38238. 

3) Alle krystallographischen Untersuchungen wurden von Herrn 
Gulewitsch in sehr hebenswiirdiger Weise ausgefihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIIL. 25 
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gefiihrte Krystallisation seines Phosphorwolframats aus heiljc 
Wasser gereinigt wurde. Diejenigen Fraktionen, welche sic 
als aus dem Carnitinphosphorwolframat bestehend erwiese 
wurden auf die ubliche Weise mit Barythydrat zersetzt und 2) 
der nach dem Entfernen des tiberschiissigen Baryts erhaltene), 
stark alkalisch reagierenden Flissigkeit so viel verdiinnte Sa\z- 
siiure hinzugefiigt, bis damit befeuchtetes rotes Kongopapir 
eine schwach blaue Fiirbung zeigte. Darauf wurde die Fliissigk «(i 
mit Goldchlorwasserstoffsaure ausgefallt, wobei sich im Anfang 
eine kleine Menge dunkles orangegelbes O| ausschied, welches 
bei weiterer Hinzufiigung des Fallungsmittels und beim Driicken 
mit einem Glasstabe wahrend einiger Minuten krystallinisch, 
wurde und eine citronengelbe Farbe annahm. Der Haupittei! 
des Niederschlages fiel jedoch gleich krystallinisch und citronen- 
gelb aus. Der Niederschlag wurde abgesaugt, ein wenig ge- 
waschen und aus warmem Wasser umkrystallisiert. Bei lany- 
samem Erkalten der Losung schied sich ein Teil der Goli- 
verbindung zuniichst wieder als ein Ol ab, welches sehr bald x) 
einem sproden, ziemlich dicken, dunklen orangefarbenen Plittchen 
am Boden des Glases erstarrte, der andere Teil darauf aber 
in der Form von citronengelben bis zu etwa 1 cm langen Nadein. 
Die Nadeln wurden gesammelt und mit wenig Wasser gewaschen. 
Bei der krystallographischen Untersuchung erwiesen sie sic/ 
als mit den Krystallen der Goldverbindung des Carnitins iden- 
tisch. Darauf wurden sie zerrieben, bei 100—103° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet, wobei sie kein Krystallwasser ver- 
loren, und analysiert. 
0.1803 g Substanz im Porzellantiegel verbrannt hinterliefKen 0,0708 g Go 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO,CI - AuCl, : 
Au = 39,270 39,35 Jo 

Die Substanz schmolz bei 153—154° zu einer vollsténd 
klaren, roten Fliissigkeit, die nach dem Erkalten wieder kry- 
stallinisch erstarrte. 

Aus dem Filtrat von der das Carnitin enthaltenden Sublimia'- 
fiillung!) wurde der Alkohol verjagt, der Riickstand mit Schwe! 
wasserstoff zersetzt, der Quecksilbersulfidniederschlag abgesat 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 328. 
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das neue Filtrat mit Soda neutralisiert, eingeengt und mit Phos- 
phorwolframsaure ausgefallt. Der entstandene Niederschlag 
wurde abgesaugt, sorgfiiltig gewaschen und auf die bekannte 
Weise mit Barythydrat zerrieben. Die vom Baryt befreite und 
stark alkalisch reagierende Fliissigkeit wurde mit verdiinnter 
Salpetersiiure neutralisiert, stark eingeengt und stehen gelassen. 
hald darauf schieden sich glanzende Tafelchen ab, welche sich 
bei der krystallographischen Untersuchung als die charakte- 
ristischen Krystalle des Methylguanidinnitrats erwiesen. — In 
kaltem Wasser war die Substanz bedeutend schwerer léslich 
als in warmem. Zerrieben und getrocknet schmolz sie ahnlich 
dem Methylguanidinnitrat genau bei 150° zu einer farblosen, 
klaren Fliissigkeit, welche beim Erkalten wieder krystallinisch 
erstarrte. 

Die Ergebnisse der ausgefiihrten Arbeit beweisen also, 
da8 die im Fleischextrakte gefundenen Koérper, das Carnosin, 
das Carnitin und das Methylguanidin, im tierischen Muskel schon 
intra vitam vorhanden sind. Selbstverstiandlich darf dieser Satz 
mit der Reserve ausgesprochen werden, mit der man iiberhaupt 
yon einem intravitalen Ursprung der Koérper, welche man aus 
dem Fleisch soeben getéteter Tiere zu isolieren imstande ist, 
sprechen kann. Die beiden letzten neuentdeckten Bestandteile 
des lebenderr Muskels sind darin in einer solchen Quantitiit 
enthalten, dafi sie aus dem Fleisch jedenfalls ohne grédBere 
Mihe isoliert und identifiziert werden kOnnen. Hochst iiber- 
raschend ist aber die Menge des im Muskel enthaltenen Car- 
nosins. Aus 4,5 kg Fleisch, sogar nicht von der besten Sorte, 
habe ich, wie schon erwahnt, 7,4 g salpetersaures Carnosin 
oder 5,8 g reines Carnosin gewonnen, was auf frische und feuchte 
Muskeln berechnet 1,3°oo reines Carnosin betriigt. Hier ist 
noch zu bemerken, daf die Isolierung des Carnosins in meiner 
Arbeit nicht quantitativ durchgefiihrt wurde, und daf ein kleiner 
Teil desselben noch in der letzten Mutterlauge zuriickblieb und 
nicht auskrystallisierte. Aber sogar auch bei einer Ausbeute 
von 1,3°/oo kann von allen bis jetzt bekannten stickstoffhaltigen 
xtraktivstoffen, was ihren Gehalt in den Muskeln anbelangt, 
uur das Kreatin mit dem Carnosin verglichen werden. Nach 
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(. Neubauer,!) welcher das Kreatin quantitativ bestimmte. })¢- 
triigt niimlich die Menge des in verschiedenen Proben Rind 
fleiseh enthaltenen Kreatins 1.5—2,.0° 00. Nach den Angalhe; 
einiger ilterer Forscher dagegen ist die Menge des Kreatin- 
eine viel geringere. Z. B. Liebig?) konnte aus 86 Pfund Ochsen- 
fleisch 30g Kreatin isolieren, ein Gehalt, der nur 0,70 ° 
betrigt. 

Zum SehluB wiirde ich mir noch erlauben, die Vermutung 
auszusprechen, dafi das neuerdings von Fr. Kutscher in Liebigs 
Fleischextrakt) entdeckte Novain?’) hodchstwahrscheinlich — i 
dem Carnitin identisch ist. Ebenso wie die Goldverbinduns 
des Novains, krystallisiert auch die Goldverbindung des Carnitin- 
in zweierlei Art Krystallen, namlich in groben, orangefarbenen 
Nadeln oder Situlen und in feinen hellgelben Nidelehen und 
Llittehen. Der Schmelzpunkt einer aus Liebigs Fleischextrak' 
eewonnenen Goldverbindung des Carnitins lag bei 150°, da- 
gegen dasselbe Salz, direkt aus Fleisch bereitet, schmolz, wie 
oben erwihnt, etwas hoher, naémlich bei 153—154°. Das Gold- 
salz des aus Liebigs Fleischextrakt gewonnenen Novains schmoz, 
wie Fr. Kutseher angibt, zwar bei 155°, dagegen aber cin 
anderes Novaingoldchlorid, welches derselbe Forscher aus dem 
Hundeharn, nach Verfiitterung von Liebigs Fleischextrakt, ge- 
wonnen hatte, wies einen tiefer gelegenen Schmelzpunkt au, 
obwohl sein Goldwert sich durch weitere Umkrystallisation nicht 
iindern lie&.4) Was endlich den von Fr. Kutscher bei den 
Analysen ®) gefundenen Goldwert des Novaingoldchlorids (39,7 bis 
39.9% 0 Au) anbelangt, so bleibt derselbe, und darauf machi 
Ir. Kutscher selbst aufmerksam, stets merklich hinter dem fiir 
die Formel C,H,,NO,C]- AuCl, berechneten (40,5 °/o Au) zuriick, 
wiihrend die Formel des Carnitingoldchlorids C,H, NO,CI - Aut! 
nur 59,35°/o Gold verlangt. 

') Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. II, S. 28. 

2) Annal. d. Chem. u. Pharm., Bd. LXII, S. 292. 

Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, 8. 5° 

‘| Diese Zeitschrift, Bd. XLVIIL, S. 3. 

Zeitschrift f. Untersuch. d. Nahrungs- und Genufimittel, Bd. » 


S. 536 und 3537. 





































Eine weitere kurze Mitteilung zur Urobilinfrage. 
Von 
F. Fischler. 


is dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Heidelberg: Geheimrat Er! 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 1906.) 


Vor kurzem habe ich in dieser Zeitschrift, Bd. XLVIIL. 
H. 4—6, eine vorliufige Mitteilung iber die Méglichkeit der 
intstehung des Urobilins in der Leber gemacht. Weitere Ver- 
suche, die ich in der Zwischenzeit anstellte, haben mich be- 
lehrt, dab dies Phiinomen sich aber nur unter gewissen Kautelen 
der Versuchsanordnung erzielen laBt, die ich bisher unbewubit 
anwendete und erst auf sie aufmerksam wurde, als weitere Ver- 
suche zunichst meine ersten Angaben durchaus nicht bestiitigten. 

Wenn man die Tiere mit kompletter Gallenfistel von der 
Qperation an mit aller Vorsicht se verbindet, dab sie keine 
Galle auflecken kOnnen, erzielt man mit Vergiflung durch Amyl- 
alkohol, Phosphor und Toluilendiamin zuniichst keine Urobilin- 
bildung in der Galle. Sie tritt erst ein, wenn so behandelte 
Tiere eine Zeitlang Gelegenheit gehabt haben, ihre Galle aut- 
lecken zu konnen. Tiere, die z. B.4—6 Wochen verbunden waren, 
ohne ihre Galle per os aufnehmen zu kénnen, bekommen, wenn 
linen diese Gelegenheit durch Aufbinden gegeben wird, eine 
-chwere Gastro-Enteritis, ja selbst Nephritis 
nach dem Aufbinden, dann sind sie wieder wohl, trotz Aufleckens 


, in den ersten Tagen 
inrer Galle. Werden sie nun erneut verbunden und ist das Urobilin 
aus der Galle wieder verschwunden, dann reagieren sie auf die 
‘riiher geschilderte Weise auf die Vergiftungen. Da ich meine 
erst operierten Tiere erst nach und nach so exakt verbunden 
habe, dafi jedes Auflecken der Galle eine Unmoglichkeit wurde, 
‘o hatten sie im Anfang ihrer Beobachtungszeit Gelegenheit ge- 
habt, Galle aufzulecken. Es kostete mich erhebliche Mihe und 
viele Versuche, bis ich auf diese versteckte Tatsache aufmerksam 
wurde, Ob nicht unter anderen Bedingungen etwa auch noch 
in Wiederauftreten von Urobilin bei den genannten Vergiftungen 



































$20) F. Fischler, 
in der Galle der Gallenfisteltiere statthaben kann, sei dahingeste||!. 
Kbenso muB ich es unterlassen, auch nur vermutungsweise eine 
Erklirung dieser im hdchsten Grade sonderbaren Tatsache zy 
sehen. Dafiir sei auf meine alsbald erscheinende ausfiihrliche 
Publikation verwiesen. 

Ich hatte nun itiberhaupt mit der Mitteilung des oben er- 
wiihnten Umstandes bis dahin gewartet, wenn ich nicht fiirchten 
miifte, daB unliebsame Erfahrungen etwaigen Nachfolgern nichit 
erspart blieben. Zugleich diirfte eine kurze Prazision meines 
Standpunktes in der Frage nach der Rolle der Leber in der 
Urobilinfrage nach meinen jetzt abgeschlossenen Experimenten 
angebracht sein, da auch von anderer Seite (Hildebrandt, 
Zeitschrift fiir klin. Med., Bd. LIX) Publikationen vorliegen, 
welche sich intensiv mit meinem Thema berihren. 

Die jetzt feststehende Tatsache, dai die Leber unter ge- 
wissen pathologischen Bedingungen als Ort der Urobilinbildung 
angesehen werden muf, was fiir gewisse klinische Beobachtungen 
von einschneidender Bedeutung ist, veranlafit mich nicht, jede 
Urobilinurie als eine durch in der Leber selbst entstandenes 
Urobilin anzusehen. Ganz im Gegenteil ist die Leber sogar selten 
der Ursprung des im Harn ausgeschiedenen Urobilins. Und doch 
ist die Leber, wie ich sofort zeigen werde, verantwortlich fiir 
Urobilinurie ganz allgemein. Wir wissen, da der vom Darin 
normalerweise durch die Pfortader der Leber zuflieBende Urobilin- 
strom von der Leber aufgefangen wird. Das Urobilin wird in der 
Galle wieder abgeschieden und in den Darm ergossen. Normaler- 
weise passiert offenbar nur ein Minimum von dem Darmurobilin 
die Leber, um im Harn zum Vorschein zu kommen. Diese |)e- 
duktionen lassen sich klar aus der Tatsache ableiten, dal nach 
Anlegung einer kompletten Gallenfistel alles Urobilin aus der 
Galle verschwindet, aus dem Darm bis auf Spuren ebenfalls. 

Ich habe Tieren nun subkutan und intraperitoneal Urobilin 
heigebracht. Sofort tritt eine Urobilinurie auf, d. h. es wird 
das Urobilin, das die Leber nicht passieren mu8, einfach mit 
dem Urin wieder ausgeschieden. 

Folglich mu jede Insuffizienz des Mechanismus in der 
Leber, der das Urobilin, welches vom Darm kommt, sammett, 
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«ine Urobilinurie zur Folge haben, da ja Urobilin, das jenseits 
ior Leber gelangt ist, von den Nieren ausgeschieden wird. Mit 
anderen Worten, es ist jede Urobilinurie ein Zeichen einer ge- 
wissen Insuffizienz der Leber, die temporiir, oder die dauernd 
-ein kann. 

Experimentell lift sich der Beweis am Tier folgender- 
mafen erbringen. Gallenfisteltiere, deren Leber in dem Stadium 
ist, daB sie auf Amylalkohol- und Phosphorvergiftung mit Urobilin- 
ausscheidung in der Galle antworten, bekommen beim Aufbinden, 
d. h. wenn ihnen Gelegenheit zum Auflecken der Galle gegeben 
ist, Urobilinurie, deshalb weil ihre Leber nicht mehr imstande 
i-t, den nun wieder normalen vom Darm stammenden Urobilin- 
strom in der Leber vollig zuriickzuhalten. 

Fiihrt man solchen Tieren Ochsengalle in den Magen ein, 
-olange sie noch gut verbunden sind, so tritt ebenfalls Uro- 
bilinurie auf, noch staérker, wenn sie aufgebunden sind und 
(chsengalle erhalten. 

Eine geschadigte Leber verarbeitet also Urobilin nicht mehr 
richtig, sie verarbeitet aber auch die Vorstufen des Urobilins, 
das Himoglobin, nicht mehr richtig. Erzeugt man bei Gallen- 
fisteltieren in dem oben genannten Stadium eine starke Hiimo- 
globinamie durch intravendse Injektion von Aqua destillata, so 
tritt in der vorher urobilinfreien Galle Urobilin auf und im Harn 
in Spuren ebenfalls. 

Aus diesen Versuchsergebnissen ist meines Erachtens nur 
der SchluB abzuleiten, daB Urobilinurie die Folge einer gewissen 
insuffizienz der Lebertiitigkeit ist, die sich entweder darin iiuBert, 
dab sie den normalen Urobilinstrom vom Darm aus nicht mehr 
bewaltigen kann, oder bei schwerer Erkrankung sogar selbst 
das normaliter ihr zustr6mende Bildungsmaterial der Galle (das 
Lilirubin) nicht mehr richtig verarbeitet. 

Die Gewinnung dieses jetzt experimentell begriindeten Stand- 
punktes in der Urobilinfrage ist natiirlich fiir unsere klinischen 
Anschauungen von sehr grofier Bedeutung, auf die hier einzu- 
gehen aber nicht der Ort ist. 































































Der Nachweis toxischer Basen im Harn. 
I]. Mitteilung. 
Von 
Kutscher und Lohmann, 


! 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1906. 


In unserer ersten Mitteilung!) haben wir gezeigt, dal be) 
Verfiitterung von Liebigs Fleischextrakt an den Hund im 
Harn desselben giftige organische Basen auftreten, die dieser, 
Genufmittel entstammen miissen. Bei der Untersuchung de- 
Harns waren wir in folgender Weise vorgegangen: Die Harn- 
basen wurden zuniichst durch Phosphorwolframsiéure  abge- 
schieden, aus den Wolframaten nach bekannter Methode dic 
freien Basen dargestellt und deren Losung mit Salpetersiiure 
schwach angesiiuert. Darauf fillten wir die Alloxurbasen durcl: 
Silbernitrat aus, filtrierten dieselben ab. Im Filtrat schieden 
wir durch Silbernitrat und Barytwasser unter Vermeidung eines 
Uberschusses an letzterem Reagens das Kreatinin ab. Diese 
zweite Silberfiillung haben wir jetzt des naheren untersuch! 
Ks zeigte sich dabei, dafi dieselbe noch eine zweite Base, die 
wahrscheinlich Dimethyl guanidin ist, enthielt. Zur Trennuny 
des Dimethylguanidins vom Kreatinin:gingen wir wie folgt voi 

Die Silberverbindungen wurden in Wasser aufgeschwemmt. 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwelel- 
silber engten wir stark ein, siuerten es mit Salpetersiure 
schwach an und schieden das Kreatinin durch Silbernitrat unc 
Barytwasser unter Kontrolle von ammoniakalischer SilberlOsuny 
der Hauptsache nach ab.2) Vom Kreatininsilber saugten \ 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIIL, 5. 1. 
*) Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufmittel, Bd. X, 5. 02> 





























Der Nachweis toxischer I] 


Basen im Harn. 


ap. Das Filtrat davon siittigten wir nach Zugabe von etwas 
Silbernitrat mit Barythydrat. Den neuen Niederschlag saugten 
wir ebenfalls ab, zersetzten ihn mit Schwefelwasserstolf, {il- 
trierten vom Schwefelsilber ab und engten die erhaltene Fliissig- 
keit zum Sirup ein. Derselbe gab noch deutliche Kreatinin- 
reaktion!) und wollte nicht recht krystallisieren. Wir lésten ihn 
daher in wenig Wasser, neutralisierten mit Schwefelsiiure und 
fillten mit gesuattigter, wasseriger Pikrolonsiiure. Kreatinin wird 
durch Pikrolonsaure unter diesen Bedingungen nicht gefiallt. Die 
Fiillung wurde abgesaugt, mit Wasser und wenig Alkohol ge- 
waschen und aus heifem Wasser umkrystallisiert. Sie krystalli- 
sierte jetzt in kleinen Drusen, die aus diinnen, vierseitigen 
siulen bestanden. Wir erhielten aus zwei verschiedenen Harn- 
portionen (aus je 21 Harn je ca. 0,2 g Pikrolonat) die gleiche 
Verbindung. Dieselbe zersetzte sich unter Aufschiiumen zwischen 
279—278° C. und gab bei der Stickstoffbestimmung folgende 
Werte: 


0.1486 g Substanz gaben 36,3 ccm N; 1 


7 == 16°: Ba. = 7445 mm: 
Sperrflussigkeit 28°/oige Kalilauge. 
0.1326 g Substanz gaben 32,6 ccm N; T. 17°; Ba. = 745 mm; 
Sperrfliissigkeit 28° oige Kalilauge. 
Fiir NH, - NH- C- N(CH,), « C,,H,N,O, 
Serechnet: Gefunden: 
N = 28,0°/o N = 280; 28,0%o. 

Dem hohen Stickstoffwerte nach kann unsere Verbindung 
nicht gut etwas anderes als ein Dimethylguanidinpikrolonat 
‘ein. Das symmetrische Dimethylguanidin konnte uns Herr 
Dr. Martin Schenck zur Verfiigung stellen, der es synthetisch 
dargestellt hat. Dasselbe liefert ebenfalls ein in Wasser sehr 
<chwer losliches, in glanzenden Bliittchen krystallisierendes Pikro- 
ionat, dasselbe schmilzt und zersetzt sich jedoch bereits zwischen 
2b0—262°. Danach kann fiir uns nur das unsymmetrische 
Dimethylguanidin, NH, - NH-C- N(CH,),, die unmittelbare Vor- 


Das Kreatininsilber ist in Wasser nicht vollkommen unléslich 

im durch diese Verbindung das Kreatinin ganz abzuscheiden, mufi man 
aus mOglichst konzentrierter Lésung abscheiden oder die Fallung im 
‘rat wiederholen. 
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stufe des Kreatinins, in Betracht kommen. So hat sich uns 
die von Knorr und Steudel empfohlene Pikrolonsdure wieder 
trefflich bewahrt. !) 

1) Kin dem vorstehenden. entsprechendes Verfahren kann man }) 
nutzen, um Kreatinin und Methylguanidin zu trennen. Denn auch das 
Methylguanidin liefert ein in .kaltem Wasser sehr schwer ldsliches 
Pikrolonat. Diese Methode ist deshalb praktisch wichtig, weil man das 
Methylguanidin in Gesellschaft von Kreatinin in faulem Fleisch (Brie ger 
und Liebigs Fleischextrakt (Kutscher und Gulewitsch) finden kann 

K. 



































Uber die Oxydation der Nucleinsaure. 
I. Mitteilung. 


Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 
Der Redaktion zugegangen am 9. Juli 1906.) 


Um einen Einblick in den Aufbau der Nucleinséuren zu 
sewinnen, hat man sich bisher, wenn man von einem Versuche 
Kutschers') absieht, ausschlieBlich darauf beschrankt, die Ein- 
wirkung siedender Mineralséuren auf diese Substanzen niher 
zi verfolgen. So fruchtbar nun aber auch diese Untersuchungs- 
methode gewesen ist, so hat sie uns doch immer nur ein ein- 
-eitiges Bild von der Struktur der Nucleinséuren gegeben, das 
in vielen Beziehungen noch sehr der Erginzung bedarf. Man 
mufite also danach streben, durch andere Abbaumethoden andere 
Spaltungsprodukte in die Hand zu bekommen, um so zu einer 
besseren Anschauung von der Atomgruppierung zu gelangen. 
[)a mir nun bei meinen bisherigen?) vergleichenden Spaltungsver- 
suchen ein eigentiimliches Verhalten des Kohlehydratkomplexes, 
der bei der Schwefelséurespaltung Lavulinsiure und Ameisen- 
siiure liefert, aufgefallen war — man erhalt z. B. keine Spur 
von Liivulinsiure bei Nucleasewirkung —, so suchte ich zuniichst 
nach Methoden, die geeignet waren, mir andere Abbauprodukte 
des Kohlehydratkomplexes zu liefern, aus denen man Riick- 
<chliisse auf seine besondere Konstitution machen konnte. Be- 
sonders erfolgversprechend erschien mir dafiir das Studium der 
Zersetzungsprodukte zu sein, die bei Salpeterséiurewirkung ent- 
-tehen. Der Verlauf der Oxydation der Kohlehydrate durch 
Salpetersiure ist ja geniigend bekannt und wenn der Prozeb 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 309. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 165; Bd. XLIII, S. 402; Bd. XLVI, 
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Steudel, 










auch nicht immer leicht zu leiten ist, so sind doch die ©: 
dationsprodukte charakteristisch genug, dab sie eine Klassifizj:- 

































rung der zugrunde liegenden Kohlehydratgruppe erlauben. 

Die Untersuchungen sind durchaus noch nicht abgeschloss, 
und haben speziell in bezug auf die Kohlehydratgruppe no 
zu keinem positiven Ergebnis gefiihrt, es haben sich aber dal) 
so elgenartige Resultate ergeben, daf ihre Mitteilung vor de: 
endgiilligen AbschluB wohl gerechtfertigt erscheinen kann. 

Zuerst wurde natiirlich auf das Entstehen von Zuckersiity 
und Schleimsiiure gefahndet, aber oft wiederholte Versuch 
jedesmal an 10 ¢ freier Nucleinsiiure!) ausgefiihrt, sind bishe 
ohne Erfolg geblieben. 

Als dann die Untersuchungen in groferem MabBstabe aut- 
genommen wurden, zeigte sich folgendes: 

UbergieBt man lufttrockenes nucleinsaures Kupfer (100 » 
mit Salpetersiiure vom spezifischen Gewicht 1,4 (100 cem), olin 
zu kiihlen, so findet sehr bald eine starke Erwiirmung statt und 
unter stiirmischer Entwickelung braunroter Dimpfe und unt 
heftigem Schiiumen tritt Zersetzung ein. Man erhalt, wie sich 
bei weiterer Untersuchung herausstellte, dieselben Resuliate, nui 
verliiuft die Reaktion viel milder und langsamer, wenn man di 
Salpetersiiure vorher auf das doppelte Volumen verdiinnt: briny! 
man also 100 g¢ nucleinsaures Kupfer mit 200 ccm einer Salpeter- 
siiure vom spezifischen Gewichte 1,2 zusammen, so fiillt zuniiclis! 
die freie Nucleinsiiure als ziihe Masse zu Boden und es beginn! 
allmahlich eine langsame und stetige Gasentwicklung der niedere 
Oxyde des Stickstoffs, wobei die Nucleinsiiure nach und na 
in Losung geht. Nach 2% Stunden ist sie fast vollstindig ver- 
schwunden und an ihrer Stelle findet sich ein reichlicher kry- 
stallinischer Bodensatz, iiber dem eine etwas visk6se griinliche 
Fliissigkeit steht. Trennt man nach einem weiteren Tage Stehens 
den Bodensatz von der Fliissigkeit, so erhiilt man ein grau- 
weibes Krystallpulver, das mit verdiinnter Salpetersaure ¢ 
waschen, mit Alkohol und Ather getrocknet werden kann. §- 
besteht fast ganz aus den Nitraten des Guanins und Adenin 

Die Nucleinsiiure fiir diese und die folgenden Versuche \ 
von mir aus Heringsmilch dargestellt. 
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einfache Weise aus der Zer- 
-etzungsfltissigkeit entfernen kann. 


man also auf diese héchst 


List man die Krystalle vorsichtig in heibem Wasser und 
bersiittigt mit Ammoniak, so erhiilt man einen dichten, weiben, 
amorphen Niederschlag, der nach 12 stiindigem Stehen abfiltriert, 
‘y Natronlauge gelist und mit Essigsiiure gefiallt wurde. 
1018 ¢, bei 100° getrocknet, siittigten, nach Kjeldahl verbrannt, 
33,5 cem 1/19-Oxalsiiure = 46,20°/o N. 
Berechnet fiir Guanin: 46,45°%0 N. 

Das Filtrat vom Guanin wurde zur Trockne verdampft, 
im das tiberschtissige Ammoniak zu vertreiben, dann mit Wasser 
aufgenommen und mit pikrinsaurem Natron gefallt. Der Nieder- 
-chlag zeigte sofort einen Schmelzpunkt von 280°, war also 
reines Adeninpikrat. Im Filtrat vom Adeninpikrat konnte mit 
ammoniakalischer Silberl6sung nur noch ein spurenhafter Nieder- 
<chlag erhalten werden, so dafi also Hypoxanthin und Xanthin, 
die ja ebenfalls schwer losliche Nitrate bilden, sich in diesem 
ersten Niedersehlage nicht befanden und wahrscheinlich auch 
in diesem ersten Stadium der Salpetersiiurewirkung noch nicht 
entstanden waren. 

Die Krystallisation der Alloxurbasen gelingt auberordent- 
lich leicht, selbst noch mit den kleinsten Spuren nucleinsaurer 
salze, so dai man sie wohl als charakteristische Reaktion ge- 
brauchen kénnte. L&bt man z. B. unter dem Mikroskop einen 
Tropfen starker Salpetersiure zu einem Kornchen nucleinsauren 
Natrons oder zu freier Nucleinsiiure auf dem Objekttriiger flieBen, 
<> beginnt nach wenigen Augenblicken eine reichliche Ab- 
<cheidung von Krystallen, von deren Doppelbrechung man sich 
leicht im polarisierten Licht iiberzeugen kann. Konzentrierte 
silzsdure wirkt in gleicher Weise. !) 

Die von den Nitraten der Alloxurbasen abgetrennte Fliissig- 

t labt bei langerer Digestion bei 45—50° einen weiteren 
riinlich-weiBen Niederschlag fallen, der in Wasser fast unlés- 
h ist und nach seinem Kupfergehalt sich als oxalsaures Kupfer 
erwelst. 

', Diese Versuche iiber die Wirkung der Salzsiure werde ich weiter 

igen. sobald es meine Zeit erlaubt. 
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Steudel, 


0.1256 g hefern 0.0589 g CuO = 37,47°% 0 Cu. 

Berechnet fir CuC,O, -- H,O: 37,50%0 Cu. 

bei der weiteren Verarbeitung der Reaktionsfliissigkeit |; 
ich neben einer Krystallfraktion, die Xanthin und Hypoxant}), 
enthielt, eine solche erhalten, die aus einem Gemenge y,) 
Thymin und Uracil bestand. Die einmal aus Alkohol umky 
stallisierte Substanz gab folgenden Stickstoffwert : 
O,1470 g sattigten, nach Kjeldahl verbrannt, 24.2 ccm 1/10-Oxalsi 
23,11°/o N. 
Berechnet fiir Thymin: 22,3°/0; fir Uracil: 25,0° 0 N. 

Unter dem Mikroskop zeigten sich aufer den charakte- 
ristischen Thyminkrystallen mit ernem Winkel von 60°!) deut- 
lich die zu kreisrunden Scheiben konzentrisch zusammengesetzte: 
Nadeln des Uraceils. 

Die Korper also, die sich bisher aus der Oxydationsfliissiy- 
keit haben abscheiden lassen, sind bis auf die wenig bedeutungs- 
volle Oxalséure von der Hydrolyse her wohlbekannt, auffallend 
ist nur, da Thymin und Uracil wiihrend der Oxydation schoy 
bei relativ niedrigen Temperaturen entstehen — die Reaktions- 
fliissigkeilen wurden niemals bis zum Sieden erhitzt. Ein ab- 
schliebendes Urteil tiber den Verlauf der Reaktion wird s: 
aber erst abgeben lassen, wenn die Versuche weiter durc!i- 
gearbeitet sein werden. 

Zusatz: Gelegentlich einer anderen Untersuchung?) hatte 
ich nebenbei kurz mitgeteilt, daf das Thymin mit Diazobenz.- 
sulfosiiure in natronalkalischer, nicht aber in sodaalkalische: 
LoOsung eine rote Farbenreaktion gibt, dai also die Schlii-- 
die Burian aus dem Verhalten der Purinbasen gegen Diazo- 
benzolsulfosiure iiber die Bindung der Phosphorsiéure im Mole" 
der Nucleinsiiure *) zieht, nicht zwingend seien. Burian | 
darauf, anstatt meine Angaben nachzupriifen, eine Reihe the 
tischer Betrachtungen*) angestellt, um seine Hypothese zu ret! 
Diese Vermutungen zu widerlegen, halte ich fiir fruchtlos, dage: 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 295. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5S. 170. 

') Ber. d, Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVH, L, 5. 708. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 297. 
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habe ich jetzt das Verhalten der Purinbasen gegen Diazobenzol- 


in sodaalkalischer Losung — Natronlauge, die nicht 


ch, sondern Burian!) vorgeschrieben hat, ist, wie aus dem 
Verhalten des Thymins hervorgeht, nicht zu gebrauchen — naher 


untersucht 
in Spuren 
angegeben, 


und ich kann bestiitigen, daB das Guanin sich noch 
mit dem Reagens rot fiirbt. Nun hat aber Burian 
daB die gleiche Farbung beim Adenin eintritt, und 


er hat sogar den bei der Einwirkung der Diazobenzolsulfosiure 


auf Adenin 


rs 


nicht sehm 


iurepurin » 


gebildeten Korper, das «6-Amino-7-Diazobenzolsulfo- 


», als eine bei 180° sich briiunende, bei 270° noch 


elzende Substanz dargestellt.2) Diese Angabe kann 


ich nicht fiir richtig halten. Zwar zeigen gewoOhnliche Adenin- 


praiparate manchmal positiven Ausfall der Reaktion, dann geben 


sie aber auch noch die Murexidprobe als Zeichen, dal sie noch 


nicht ganz 


rein sind: hat man aber das Adenin z. B. durch 


wiederholte Krystallisation des Sulfates gereinigt, so verschwindet 


mit dem positiven Ausfall der Murexidprobe auch die Diazo- 


reaktion. 
siiure macl 


Das Verhalten der Phosphorsiiure in der Nuclein- 
it eher den Eindruck einer gepaarten Phosphorsiiure, 


die vielleicht analog der Glycerinphosphorsiure eine Kohlehydrat- 
phosphorsdure mit einer Kette von 6 anstatt 3 Kohlenstolf- 


atomen ist. 


') Ber 
2) Ber 





. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, I.. S. 708 


. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, L. S. 706. 



























Untersuchungen liber die Entstehung des Kreatins 
im Organismus. 
Von 
M. Jaffé. 






























(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle Pharmako! 
zu Koénigsberg 1. Pr.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1906.) 


Der nahehegende und bereits von verschiedenen Seite: 
ausgesprochene Gedanke, daf bei der Entstehung des Kreatins 
im Organismus vielleicht ein Methyvlerungsvorgang mitwirkt. is! 
kiirzlich von Czernecki?) experimentell gepriift worden. 

Dieser Autor fand bei einem mit Glykocyamin (Guanidin- 
essigsiure) gefitterten Kaninchen eine Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung im Harn, die allerdings einer mehrfachen Deutung 
fihig war. Der einzige, quantitativ durchgefiihrte Versuch, de 
in dieser Richtung angestellt worden ist, konnte die Frage nictit 
entscheiden, ob tatsachlich eine Anlagerung von Methyl an das 
Glykocyamin  stattfindet. 

Czernecki selbst hilt dieselbe mindestens fiir nicht he- 
wiesen. Bereits ca. 2 Jahre vor dem Erscheinen der Czernecki- 
schen Arbeit habe ich von der gleichen Idee ausgehend Fiiite- 
rungsversuche mit Glykoeyamin zuerst an Hunden begonnen, 
=piiter ausschlieBlich an Kaninchen fortgesetzt. Der Einflul auf 
die Kreatinbildung sollte einerseits durch die Untersuchung de 
Harnausscheidung, andererseits am Muskel selbst festgestellt 
werden. Weitere Versuche, die noch nicht zum Abschlul ge- 
langt sind, wurden in der Absicht unternommen, tiber den modus 
der Kreatinsynthese, namentlich tiber die ihr vorausgehenden 
Zwischenstufen niiheren AufschluB zu gewinnen. Uber die Re- 
sultate der durch lingere Pausen wiederholt unterbrochei 
Untersuchung soll in folgendem berichtet werden. 

'' Hofmeister, Arch. f. experiment. Pathol., Bd. XXXII (15!) 

Kutscher und Otori, Zentralbl. f. Physiol., Nr. 8 (1904 
G. Salomon und C. Neuberg, Festschrift fiir Salko 


u. a. m., 1904. 


W. Czernecki. Diese Zeitschrift, Bd. XLIV (1905). 
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Zur Methode. 


beim Beginn meiner Untersuchungen stand mir eine be- 
edigende Methode der quantitativen Kreatin- und Kreatinin- 
-timmung im Harn (und den Muskeln) nicht zu Gebote. Das 
sher allgemein geiibte Neubauer-Salkowskiseche Verfahren 
bt zwar fiir menschlichen Harn brauchbare Resultate, ist aber 

iv die Untersuchung des Kaninchenharns noch unzuverliissiger, 
s es fiir Hundeharn nach E. Salkowski!) der Fall ist, ganz 
esehen davon, dab es den Wreatinin-, nicht aber den Kreatin- 
halt berticksichtigt, der in dem alkalischen Kaninchenurin 
iufig den ersteren tibertrifft. 

Die Menge und die Beschaffenheit der sich ausscheidenden 

Chlorzinkverbindung ist von Zufiilliigkeiten abhiingig, die sich 
ht beherrschen lassen. 

Ich bediente mich deshalb eines modifizierten Verfahrens 

die gleichzeitige Bestimmung des Kreatins und Kreatinins, 

nes Verfahrens, welches allerdings den Anspriichen an eine 

iiutitative Methode keineswegs gentigt, dessen Benutzung aber 
vergleichbaren Werten fihrte. 

Zahlreiche Versuche tiber das Verhalten des Glykocyamins 
aren bereits zum AbschluB gelangt, bevor die sehr vertrauen- 
weekende Methode von O. Folin?) publiziert worden ist. 

Venn ieh von derselben auch weiterhin keinen Gebrauch ge- 
icht habe, so geschah es hauptsiichlich aus dem Grunde, weil 
mir fiir den speziellen Zweck meiner Untersuchung ohne 
-entliche Abinderung nicht geeignet schien, Die kolorimetrische 
twertung der Pikrinsdiurereaktion des Kreatinins, auf welcher 
rOlins Methode beruht, mute fehlerhafte Resultate ergeben, 
enn nach Glykocyaminfttterung im Harn Glykoeyamidin aul- 
it. welches mit Pikrinsiture und Natronlauge dieselbe Farben- 
aktion gibt, wie Kreatinin. Zwar habe ich praformiertes Glyko- 
unidin nur ausnahmsweise und dann nur in Spuren im Urin 
hveisen kOnnen, doch enthielt derselbe in der Regel unver- 
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Siiuren, wie es fiir die Kreatinbestimmung notwendig ist, in da- 
Anhydrid iibergehen mub. 

Immerhin behalte ich mir vor, die bisher nach meiner, 
Verfahren gewonnenen Resultate mittels der zweckentsprechend 
modifizierten Folinschen Methode zu kontrollieren. Versuche 
in dieser Richtung sind bereits im Gange. 

Statt die einzelnen Tagesmengen des Urins gesondert zu 
untersuchen, hielt ich es fir zweckmabiger, das gesamte, einer 
(3—4tiigigen) Versuchsperiode entsprechende Harnquantum fiir 
die Bestimmung zu benutzen. 

Abgesehen von der nicht unerheblichen Zeitersparnis 
glaube ich, daf} in dieser Weise die Fehler der Methode in 
geringerem Grade zur Geltung kommen, die Versuchsergebnis= 
aber, unbeeinflubt durch die Tagesschwankungen, klarer und 
bestimmter zum Ausdruck gelangen als sonst. Ftir die Richtigkeit 
dieser Voraussetzung sprechen die bei gleichbleibender Ernéhruny 
auffallend gleichmébigen Kreatininwerte in den Vor- und Nacthi- 
perioden der Versuche. 

Der in 24 Stunden gesammelte Harn wird auf dem Wasser- 
bade zum Sirup abgedampft und mit heifem Alkohol erschOpfend 
extrahiert. Ich habe mich wiederholt tiberzeugt, dafi nicht blot 
alles Kreatinin, sondern auch dem Harn zugesetztes reines Kreatin ! 
vollstiindig in den Alkoholauszug tibergeht. Der ungelost bleibende 
Riickstand gab niemals, weder fiir sich noch nach langerem 
Erhitzen mit verdiinnter Salzsaure, die Reaktionen des Kreatinins. 

Die einer mehrtigigen Periode entsprechenden Alkohol- 
ausziige werden vereinigt, nach dem Verdunsten des Alkohols 
in 150ecm Wasser gelost und nach Zusatz von 25cem offizineller 
reiner Salzsiure 4 Stunden am aufsteigenden Kihler erhitzt. 
Durch Abdampfen auf dem Wasserbade und wiederholte Er- 
neuerung des verdampfenden Wassers wird die freie Salzsiiure 
entfernt, der Riickstand in Wasser gelOst, mit etwas Tierkolile 
entfiirbt, die letztere griindlich mit kochendem Wasser ausge- 
waschen, Filtrat und Waschwasser verdunstet. Vor dem volligen 
Eintrocknen wird etwas essigsaures Natron zugesetzt, der nun- 

‘) Vorausgesetzt. dafi die Menge desselben nicht mehr als et\ 
01 ¢ fir 100 ccm Harn betriigt. 
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mehr bleibende sirupdse Riickstand mit 60—100 ccm Alkohol 
(je nach dem zu erwartenden Kreatingehalt) heiB extrahiert. Die 
Hiilfte der so gewonnenen, nach volligem Klaren _filtrierfen 
Losung dient zur Bestimmung des Kreatinins, welches nach Zusatz 
von ZnCl, sich in vielen Salzen ohne weiteres als krystalli- 
nisches Doppelsalz in den bekannten Formen ausscheidet. Doch 
ist dies nicht ausnahmslos der Fall; es haften dem Niederschlag 
des Ofteren amorphflockige oder harzartige Beimengungen an: 
auch ergab die Analyse wiederholt Zinkwerte, die hinter dem 
berechneten um 2°/o und dariiber zuriickblieben. Mitunter 
wurde, trotz zweifellos betriichtlichem Kreatiningehalt, mit ZnCl, 
nur ein minimaler oder gar kein Niederschlag erhalten. 

Ich zog es daher vor, in den meisten Fiillen der Chlor- 
zinkfillung eine Behandlung des alkoholischen Auszuges mit 
Pikrinsiiture vorauszuschicken, wodurch das Verfahren allerdings 
sehr viel umstiindlicher und zeitraubender sich gestaltet. Die 
Losung wird mit dem gleichen Volumen gesiittigter alkoholischer 
Pikrinsiurelosung versetzt, nach 24stiindigem Stehen der Nieder- 
schlag abfiltriert, einmal mit alkoholischer Pikrinsiiure, dann 
nochmals mit reinem Alkohol, schlieBlich mit Ather gewaschen 
und an der Luft getrocknet. Das Pikrat wird nun in der ge- 
wohnlichen Weise durch Erhitzen mit wisseriger Salzsiiure 
zersetzt, die durch Ausschiitteln mit Ather von der Pikrinsiiure 
befreite LOsung verdunstet und nach Zusatz von etwas Natrium- 
acetat mit 30—50 ccm heifem Weingeist extrahiert. Das vollig 
geklirte Filtrat gibt auf Zusatz von 15—20 Tropfen alkoholischer 
ChlorzinklOsung und kraftigem Umrihren sofort eine fast farb- 
lose krystallinische Ausscheidung von Chlorzinkkreatinin, die 
in wenigen Stunden beendigt ist und sich auch nach tagelangem 
Stehen nicht weiter vermehrt. 

Der Zinkgehalt dieses Niederschlages kommt dem berech- 
neten Werte sehr nahe. 

(Berechnet: 22,4°%/o ZnO; gefunden: 21,4°/0, 21,24°/o, 20.64% 

In mehreren Versuchen wurden Parallelbestimmungen des 
Kreatinins mit und ohne Pikrinsiiurebehandlung ausgefiihrt. 

Das Verfahren ist, wie man sieht, ein sehr umstand- 
liches. Zur Priifung seiner Leistungsfihigkeit dienten Kontroll- 
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bestimmungen an = grOSeren Harnportionen, die zur Hiilfte 
mit gewogenen Mengen von reinem (bei 105°) getrockneten 
Kreatin versetzt, zur Hiilfte ohne diesen Zusatz verarbeitet 
wurden : 
1. 500 ecm Kaninchenharn -+- 0,317 g Kr 
(entspr. 0.437 g KrZnCl,) gaben 0,393 g KrZnCl, 
500 ccm Kaninchenharn ohne Kr » = 0,092 » > 


Wiedergefunden: 0,301 g KrZnCl, = 68,9) 


2. 700 ecm Urin +- 0,338 g Kr 
entspr. 0,466 g KrZnCl,) gaben 0,509 g KrZnCl, 
700 com Urin ohne Kr > O.1816 » 


—_— 


Wiedererhalten: 0.3274 g KrZnCl, == 70,2 


> 


3. 400 cem Urin +- 0,2664 ¢ Kr 
entspr. 0,867 g¢ KrZnCl,) gaben 0,3182 g KrZnCl, 
“H4) cem Urin ohne Zusatz ; 0.0448 > 


Wiedererhalten: 0.2734 g KrZnCl, = 74,3° 

Ks werden somit nach dem oben beschriebenen Verfahren 
annithernd 70°/o des zugesetzten Kreatins wiedergefunden. ') 
Zur Erklirung des Defizits miissen, abgesehen von den unver- 
meidlichen kleinen Verlusten beim Abdampfen grOBerer Fliissig- 
keitsmengen, bei den wiederholten Filtrationen und dem, wenn 
auch noch so sorgfiiltigen Auswaschen der Niederschliige haupt- 
siichlich folgende Momente in Betracht gezogen werden: 1. Dic 
nicht ganz unbedeutende Loslichkeit des Kreatininpikrats in 
Alkohol. 2. Die entweder nicht vollstiindige Uberfiihrung des 
Kreatins in Kreatinin oder die teilweise Zerstérung des letzteren 
beim Kochen mit Salzsiiure unter den eingehaltenen Bedingungen. 

ad 1. Die Pikrinsiiturebehandlung ist an den Ursachen des 
(esamtverlustes, wie ich glaube, nur wenig beteiligt. Der durch 
die Loéslichkeit des Pikrats bedingte Fehler wird durch die 
promptere und vollsténdigere Ausscheidung der Chlorzinkver- 
bindung und durch die grOBere Reinheit derselben kompensiert. 
Bei Vergleichsbestimmungen mit und ohne Pikratfiillung fand 


In obigen Versuchen betrug der Kreatinzusatz 0,04—0,06" 0. DB: ] 
wesentlich hdherem Kreatingehalt (O.13—0.15" 0) fand ich in einigen Ver- 
suchen nur ca. 60-—64" o wieder. — Ein so hoher Prozentsatz an Krea 
(neben Kreatinin) diirfte nach Glykoecyaminfiitterung niemals im Ha 
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sich ein Plus in der Regel auf Seite der ersteren. Nur wo 
ler Kreatiningehalt des Harns ein sehr geringer war, ergaben 
die Zahlen das umgekehrte Verhiiltnis: 


Gleiche Volumen des alkoholischen Harnauszuges gaben Chlorzinkkreatinin 


Mit Pikrins&ure Ohne Pikrinsiure 
1. O3104 ¢ 0.2804 
2. 0.483 O341 
a 0,509 0.4233 
f 0),2423 0.225 
> 0.2244 0.274 
6 0.0882 0.152 
7. 0.0255 0.049 


ad 2. Die Umwandiung in Kreatin wurde in folgenden Ver- 
suchen mit reinem, bei 105° getrocknetem Kreatin in wiasseriger 
Losung quantitativ verfolgt, wobei die Konzentration der Salz- 
<iure, die Art und Dauer des Erhitzens variiert worden ist. Bet 
diesen Bestimmungen war die Behandlung mit Pikrinsiiure selbst- 
verstiindlich tiberfliissig; es wurde daher der Alkoholauszug 
direkt mit ZnCl, gefiillt. 
1. 04855 g Kr (entspr. 0.670 ¢ KrZnCl,), mit 120 cem H,O 
10 cem reiner offizineller CIH 12 Stunden im Wasserbade erhitzt, gaben 
0.996 g KrZnCl, 89° /o. 
2. 04817 ¢ Kr (entspr. 0,664 ¢ KrZnCl,), mit 150 cem H,O + 
25 cem CIH 
a) die Hilfte 12 Stunden im Wasserbade erhitzt, gaben 0,295 g 
KrZnCl, == 89,3%o: 
b) die Halfte 24 Stunden im Wasserbade erhitzt, gaben 0.2785 g 
KrZnCl, == 83,9°%. 
. 04607 g Kr (= 0,6354 g KrZnCl,), mit 100 cem H,O + 20 ccm 


- 


3 
CIH 2 Stunden am aufsteigenden Kiihler lebhaft gekocht, gaben 0.5166 g 
KrZnCl, = 81,3°/o, 

4. 0,428 g Kr (= 0,590 g KrZnCl,), mit 100 ccm H,O -+- 25 cem 
CIH 5 Stunden am aufsteigenden Kiihler gekocht, gaben 0,5078 g KrZnCl, 

86 °/o. . 

5. 0,411 g Kr (entspr. 0,564 g KrZnCl,), mit 100 ccm H,0 -+- 25 cem 

CIH in verschlossenem Gefifie 8 Stunden lang im CaCl,-Bade bei 110° 


erhitzt, gaben 0,344 g KrZncl, = 61°. 
6a) 0,2655 g Kr (= 0,366 g KrZnCl,), mit 100 ccm H,O + 10 ccm 


C1H ohne vorheriges Erhitzen im Wasserbade abgedampft, gaben 0.3164 g 
KrZnCl, = 86,42/o. 
b) Idem, erst 3 Stunden im Wasserbade erhitzt, dann abgedampft, 
, 


gaben 0,3454 g KrZnCl, = 94,3 0 



















































M. Jaffe. 
Bei weiterer Modifikation der Versuchsbedingungen hiitt: 
sich wahrscheinlich eine quantitative Umwandlung erreichen 
lassen, doch habe ich diese Versuche nicht fortgesetzt. Das beste 
Resultat (94.3°/o) fiir reines Kreatin wurde bei mehrstiindigem 
Erhitzen im Wasserbade und einer Siiurekonzentration yon 
ca. 2 bis 2,5°/o CIH erhalten, withrend blobes Abdampfen mit 
sleich verdiinnter Siiure eine viel geringere Ausbeute (86,4° \) 
lieferte, 

Bei stundenlangem Kochen am aufsteigenden Kihler mit 
konzentrierter Siiture (4—5°/o CIH), ganz besonders aber beim 
Erhitzen unter Druck (Versuch 5), blieben die gefundenen Werte 
hinter den berechneten erheblich zuriick. Energischere Ein- 
wirkung der Salzsiiure scheint hiernach zerstOrend auf das 
Kreatinin zu wirken. Wie weit dies auch fiir den Harn zutrifft, 
konnte nur durch besondere Versuche entsechieden werden. Es 
war anzunehmen, dali die komplexe Zusammensetzung des Harns. 
welche der siedenden Siiure zahlreiche Angriffspunkte  liefert, 
das Kreatinin vor der zerstOrenden Einwirkung derselben schiitzt. 
Dies scheint in der Tat bis zu einem gewissen Grade wenigstens 
der Fall zu sein. 

In einem Versuche wurden je 400 ccm desselben Kaninchen- 
harns mit Zusatz von 0.2664 ¢@ Kreatin (entspr. 0,867 KrZnCl,) 
verarbeitet, die alkoholischen Extrakte in je 100 cem Wasser 
H (von 25°/o) versetzt. Die eine 





gelost und mit 20 ccm C 
Portion a) wurde 4 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt, die 
andere b) am aufsteigenden Kiihler ebensolange in lebhaftem 
Kochen erhalten. Aus a) wurden 0,3608 g, aus b) 0.5610 ¢ 
KrZnCl, gewonnen (ohne Abzug des im Harn priformierten 
Kreatins). In einem anderen Versuche') hat allzulanges fort- 
gesetztes Kochen vermindernd auf den Kreatingehalt gewirkt. 
Je 500 cem Harn, mit 0,2069 g Kr (= 0,285 KrZnCl,) ver- 
setzt, ergaben unter sonst gleichen Bedingungen (100 cem Extrakt- 
lGsung —- 20 cem CIH) nach 5stiindigem Kochen am aufsteigen- 


'\ In diesem und dem vorigen Versuche wurde die Pikrinséure- 
hehandlung umgangen, da ZnCl, in dem alkoholischen Auszug eine ganz 
homogene krystallinische Fallung gab, deren Zinkgehalt (21,42°0 resp 


PO6' sich von dem berechneten Werte nicht allzuweit entfernt, 
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len Kiihler 0,2878 g KrZnCl, (ohne Abzug des_ priiformierten 
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kr). nach 10stiindigem Kochen nur 0.2442 g. 


Zur Chemie des Glykoecyamins und Glykocyamidins. 


Das zu den folgenden Versuchen dienende Glykocyamin 
wurde nach dem bekannten Verfahren von Nencki und Sieber 
Journ. f. prakt. Chem., Bd. CXXVIT) aus Guanidincarbonat und 
Glvkokoll dargestellt. Die Methode gibt eine gute Ausbeute 
und ist in der Ausfiihrung sehr bequem, zumal das léstige Ein- 
kochen auf dem Sandbade, welches leicht zu Verlusten durch 
Verspritzen, fiihrt, nach der Beobachtung von Korndorfer 
Arch. d. Pharmacie, Bd. CCXLIT) durch liingeres Erhitzen auf 
dem Wasserbade ersetzt werden kann. 

Das Pikrat des Glykocyamins, welches bisher noch nicht 
beschrieben wurde, ist in Wasser sehr schwer loslich und 
krystallisiert in feinen gelben Nadeln, die bei 199 bis 200° 
m zugeschmolzenen Rohrchen bet 196°) unter Braunfirbung 
schmolzen. 

Mit ZnCl, gibt Glykocyamin keine Verbindung. Eine alkoho- 
lische Lésung von salzsaurem Glykocyamin wird durch ZnCl, 
nicht gefiillt; nach Zusatz von Natr. acet. scheidet sich ein 
krystallinischer Niederschlag aus, der nach dem Auswaschen 
mit Alkohol keine Spur von Zink enthalt und aus unveriindertem 
Glykocyamin besteht. 

Von den Salzen des Glykocyamins wird besonders das 
(hlorhydrat sehr leicht in schonen grofen Krystallen erhalten, 
die in Wasser wie in Alkohol leicht l6slich sind. Ein in farb- 
losen Nadeln und diinnen Prismen krystallisierendes Acetat er- 
hiilt man beim Erkalten einer heibgesattigten L6sung von Glyko- 
cyamin in Eisessig, der mit wenig Wasser verdiinnt ist. Die 
Verbindung ist in kalter konzentrierter Essigsiure nahezu un- 
‘Oslich, in Wasser leicht léslich, spaltet aber in wiisseriger 
Losung albald die freie Base ab. 

Bei der Beobachtung dieses Vorganges unter dem Mikro- 
-kop sieht man die -prismatischen Kristalle des Acetats all- 
midhlich in die zierlichen rhombischen Tafeln des Glykoecyamins 
ibergehen, welche den Krystallen der Harnsiiure sehr dhnlich sind. 





































Mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge, sowie mit Pikrin- 





siure und Natronlauge gibt das Glykocyamin keine charakt 
ristische Reaktion. 

Die Uberfithrung des Glykocyamins in Glykocyamidin ¢ 
folet, im Gegensatz zu dem entsprechenden Verhalten de, 
Kreatins, sehr schwierig. Grofere Mengen des Anhydrids sin 
nach den Angaben der Literatur nur durch Sehmelzen yo: 
salzsaurem Glykocyamin bei 160—170° oder durch 4stiindiges 
Erhitzen desselben mit rauchender Salzsiure im Einschlubrolty 
auf 130°, in beiden Fallen mit groBen Verlusten darzusteile: 
Fiir die Umwandlung kleiner Mengen von Glykocyamin geniigt, 
wie ich gefunden habe, lange fortgesetztes Kochen mit ver- 
diinnter Salzsiiure am aufsteigenden Kihler. 

Die Umwandlung erfolet tiuberst langsam, ergibt aber ei 
sehr reines Produkt. Um die Chlorzinkverbindung zu gewinnen, 
wird die salzsaure LOsung auf dem Wasserbade (bis zu vollive: 
Kntfernung der freien CIH unter wiederholtem Wasserzusatz 
zur Trockene verdampft, in Alkohol gelOst und durch Zusatz 
von etwas essigsaurem Natron zunichst von einem Rest un- 
angegriffenen Glykocyamins befreit: die hiervon  abfiltriert: 
Losung gibt nunmehr auf Zusatz von alkoholischem Chlorzink 
einen krystallinischen Niederschlag von Glykocyamidinehlorzink : 

Das Doppelsalz krystallisiert in kleinen, schmalen rhom- 
bischen Tiifelchen, teils einzeln, teils in gekreuzten oder rosetten- 
formigen Aggregaten. Es sei indes bemerkt, dab die Verbin- 
dung aus unreinen Losungen, z. B. aus Harnextrakten, sich in 
Form von Kugeln ausscheiden kann, die aus feinen Nadeln 
zusammengesetzt sind und sich von den entsprechenden Formen 
des Kreatininchlorzinkes kaum unterscheiden lassen. 

Das Salz hat die Zusammensetzung (C,H,N,O),ZnCl,, wi 
aus folgenden Zinkbestimmungen hervorgeht: 

l. 0.3623 g, bei 105° getrocknet, gaben 0.0715 g ZnO = 2 
2, 0.197 » 105° , 0,048 >» » 2 
Die Formel verlangt: 24,2°0 ZnO. 

Das Glykocyamidin gibt mit Nitroprussidnatrium und 
einigen Tropfen Natronlauge eine rotgelbe oder rote Farbung 
die auf Zusatz von Essigsiure in ein dunkles und sehr be- 
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s(iindiges burgunderrot tbergeht. Durch diese mir seit liingerer 
Zeit bekannte, inzwischen auch von Korndorfer (a. a. O 
beschriebene Reaktion lift sich das Glykocyamidin leicht von 
dem ibm sonst so ihnlichen Kreatinin unterscheiden und neben 
demselben scharf erkennen, auch wenn es nur in geringer 
Menge beigemengt ist. 

Gegen wisserige Pikrinsiiure und Natronlauge verhiilt sich 
die Verbindung genau wie Kreatinin : Rotfirbung, die beim 
Stehen an Intensitit zunimmt. 

Das Pikrat des Glykocyamidins ist in Wasser und Alkohol 
schwer loslich und krystallisiert in gelben Nadeln, die bei 210° 
(im zugeschmolzenen KoOhrehen bei 206°) schmelzen. 

Nachweis des Glykocvamins im Harn und im Kot. 

Bei der Fiitterung von Kaninchen mit Glykocyamin geht 
ein Teil desselben unveriindert in den Harn iiber, bei subku- 
taner Injektion in ziemlich erheblicher, bei Darreichung per os 
in geringerer Menge. Die Verbindung findet sich — anscheinend 
volistiindig —- in dem bei der Herstellung des alkoholischen 
Harnauszuges ungelést bleibenden HRiickstand und wird aus 
demselben folgendermafen isoliert: Der mit Alkohol gut aus- 
sewaschene und getrocknete Riickstand wird mit Wasser aus- 
eekocht, die tief braun gefiirbte, alkalisch reagierende Lésung 
mit Essigsiiure schwach angesiiuert. Bei lingerem Stehen in 
der Kialte scheidet sich gewohnlich ein Teil des Glykocyamins 
krystallinisch aus. Aus der abfiltrierten Mutterlauge wird der Rest 
eewonnen, indem dieselbe mit etwas Wasser verdiinnt und mit 
Bleiessig bis nahe zur Entfiirbung gefallt wird. Aus dem Filtrat 
des Bleiniederschlages erhaélt man nach Einleiten von H,S und 
Kinengen auf dem Wasserbade eine zweite, eventuell auch 
noch eine dritte Krystallisation. Das Glykocyamin Jat sich in 
dieser Weise fast quantitativ abscheiden,!) wird durch Um- 
krystallisieren aus heifer konzentrierter Essigsiiure gereinigt und 

') Von 0,72 g Glykocyamidin, welches 350 ccm normalem Kaninchen- 
harn zugesetzt worden waren, wurden auf diese Weise 0.5 g reine Sub- 
stanz zuriickerhalten; die Mutterlauge enthielt noch etwas Glykocyamin 
und, wie die Nitroprussidreaktion zeigte, auch eine kleine Menge Cyamidin, 
welche bei dem Eindampfen der essigsauren Lésung sich gebildet hatte 
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ist in einigen Féllen durch Uberfiihrung in das Cyamidin und 
Bestimmung des Zinkgehaltes identifiziert worden. 

Die Untersuchung des Darminhalts auf nicht resorbierte 
Glykoeyaminreste geschah nach folgendem Verfahren, welches 
auf der Loslichkeit des Glykocyamins in salzsaurehaltigem A\- 
kohol beruht. 

Die wiéhrend der Fiitterungsperiode gesammelten Faeces 
wurden getrocknet und zuniichst mit reinem, dann mit salz- 
siiurehaltigem Alkohol ausgekocht, die salzsaure Losung zur 
Trockene verdampft, mit Wasser aufgenommen und filtriert, 
Das noch sehr dunkle Filtrat wurde nach teilweiser Entfiirbung 


































mittels Tierkohle auf ein kleines Volumen’ eingeenet und mit 
essigsaurem Natron versetzt. Vorhandenes Cyamin mubte nun- 
mehr zur Ausscheidung gelangen. Zur Sicherheit wurde auch 
der erste mit reinem Alkohol hergestellte Extrakt in derselben 
Weise verarbeitet. Die Untersuchung des Darminhaltes ist nur 
in einem Falle (Versuch 8), in welchem das Tier im Laufe von 
3 Tagen 9 g salzsaures Glykocyamin per os erhalten hatte, 
ausgefiihrt worden und ergab ein negatives Resultat — die dar- 
gereichte Substanz war also vollstindig zur Resorption gelangt. 
Kine teilweise Zerst6érung im Darminhalt ist allerdings niclil 


ausgeschlossen. 


Kreatininausscheidung durch den Harn nach Dar- 
reichung von Glykocyamin. 


Das Glykocyamin wurde den Versuchstieren teils als solches 
‘in warmem Wasser suspendiert) oder in Form leicht loslicher 
Salze per os eingefiihrt. In mehreren Versuchen wurden dis 
Chlorhydrat und das Acetat subkutan appliziert. Bei der inner- 
lichen Darreichung groferer Dosen (namentlich der Salze) traten 
voriibergehend bretige Stuhlentleerungen und etwas verminderte 
Freblust, sonst keinerlei Stérungen des Befindens auf. Nach 
der subkutanen Injektion des salzsauren Salzes zeigten die Tiere 
ebenfalls keine schwereren Krankheitssymptome, vorausgesetz', 
da die stark saure LOsung vor der Injektion mit kohlensaurem 
Natron nahezu neutralisiert wurde. Nur in einem Falle (Ver- 
such 9), wo die Neutralisation unterblieb, erschien das Befinde: 
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im Tage der Einspritzung und am folgenden in starkerem Grade 
heeintrachtigt, die Nahrungsaufnahme sehr gering. 


1. Versuch. 


Gewicht des Kaninchens: 2697 g. Hafer und Griinzeug. 6 g Glyko- 


amin per os (in Einzeldosen von 1 g, 2mal tiglich). 











, Kreatininehlorzink 
Zahl ae 

Periode Gewicht ee 

der Tage im ganzen pro Tag 
r o g og 

Vorperiode 4 2697 O.388 0.0970 
Versuchsperiode D 2523 0.6606 0.1320 
\Nachperiode D 2OUD 0.5304 0. 1060 





2. Versuch. 
Gewicht des Kaninchens: 2566 g. Hafer und Wruken. 6 ¢ salz- 
ires Glykocyamin per os (in Einzeldosen a 1,0 auf 3 Tage verteilt). 
Am Tage nach der letzten Darreichung wurde ein prolapsus vesicae 
ierkt: Urin stark blutig, wird fortgegossen. & Tage spiter, nachdem 
prolapsus (operativ) geheilt und das Tier voéllig erholt war, wurde 
er Urin (Nachperiode) bei gleicher Nahrung wieder gesammelt. 











Zahl Kreatinine hlorzink 
Periode y Gewicht ~ 
der Tage im ganzen pro Tag 
: . 
\ rperiode 4 2566 () 2XDS 0.0707 
Versuchsperiode 3 2525 0.3468 0.1156 
Nachperiode a 2025 0.3354 0.067 





3. Versuch. 
Gewicht des Kaninchens nicht notiert. Hafer und Griinzeug. O.8 ¢ 


ssigsaures Glykocyamin an einem Tage in 2 Dosen subkutan. 











Kreatininchlorzink 
; Zahl ee 
Periode rewicht : — 
der Tage im ganzen pro Tag 
o o ow 
> - - 
Vorperiode 5 2 0.2518 0.0503 
\ ersuchsperiode 2 2 0.2004 0.1002 
chperiode t ? O1540 0.0385 
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t. Versuch. 
































des Kaninchens: 2877 g. 5‘ 2 g salzsaures Glykocya 


(rewich! 


subkutan (in Einzeldosen & 0.5 ¢ auf 3 Tage verteilt). 





Zahl (e- Kreatininehlorzink 





Periode der wicht = Bemerku 
ms im ganzen pro Ta 
lage PD . . 
1) Die Zn-! 
. avin 40 - } le AN-b 
Vorperio le { 2374 O36 0.079 f 
stimmun 


Versuchsperiode f 2790 0.7526! O1SS1 ergibt 
21,8°)0 Zn 


Nachperiode { 2623 0.3728 0.0932 
verl, 22.4 








5D. Versuch. 


Grofes gelbes Kaninchen. Gewicht: 3180 g. Futter: 300 ¢ Mi 
riiben, 11'2 g salzsaures Glykocyamin per os (auf 242 Tage verteil 
Kinzeldosen von 1,5 g). Nur eine Dosis wurde subkutan injiziert, da 


war das Tier einige Zeit matt und fraf wenig; sonst wiihrend der gan 





Versuchsdauer normales Betinden und guter Appetit. 





ac Kreatinin- 
Zah| Ge- chlorzink 
Periode der | vant | im pro Bemerkungen 
Tage ganzen, Tag 
oy GC a 
© = a 
' ) 4) ZnO = 21,9°%o 
Vorperiode t 3L80 0.4934 0.1233 (verl. 22.4% 0 
; “ ‘ ~~} Aus dem Harn der Ver- 
Versuchsperiode f 2790 [1.3882 ') 0.4455 s d sec a 
suchsperiode wiede! 
Nachperiode 9850 11.0184 0.2546] gewonnen: 1,5 g rein: 
Glykocyamin 











In diesem Versuche war die Nahrungsmenge (800 g Mohr- 
riiben) offenbar unzureichend; das Tier nahm deshalb in de 
Vorperiode ca. 400 g ab. In den 4 Tagen der Versuchsperiod 
fand dagegen eine Gewichtszunahme um 90 g statt. 

Der Versuch lehrt ferner, daB die Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung noch mehrere Tage nach beendigter Glykocyamin- 
darreichung, sogar in erhéhtem Mabe, fortbestehen kann. In 
den folgenden Versuchen wurde deshalb die Beobachtungsdati 
verlangert und zugleich fiir ausreichende Erniahrung Sorge 


tragen. 











Schwarzes Kaninchen von 
n tiglich 8 g 
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6. Versuch. 
[850 


salzsaures Glykocyamin per os (in 


400 g Mohr- 


Kinzeldosen 


Gewicht. Futter: 








. +6 nee Krea- 
(ye- Ssaure S Harn- 
(alvko- tinin- 
mM Periode a CVa- ( lor- Bemerkungen 
wicht wie nens = 
min , 
aeat. 
per Os 
v J CCIh 24 
if ) >) 
20. 11 biel 0 280 
[850 (1) 2098 
.t. . () 250) 
y¢ riode 
> |] () S10 
‘sian 'y ZnO 19,7 
a3. 2%. 2 a) << anes 
Ver- Voriibergehend breige 
t. 11. 3 379 Stuhlentleerung. Fref\- 
suchs- {8X2 0.5988') lust unvermindert. 
it. } ) Aus dem Harn wieder- 
periode gewonnen : 
G: #4, ) 280) 0.4 ¢ Glykocvamin. 
yt fs 2 Q) 307 
Nach- r 
8 11. h () 305 
17)0 0,.4946') *) ZnO 214 


periode | 
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7. Versuch. 
Graues Kaninchen. Gewicht 1638 g. Futter: 400 g Mohrriiben tiv! 


& g salzsaures Glykocyamin per os (in Einzeldosen von 1 g 











Salz- k 
Ge- saures Harn “TEA 
Glyko- tinin- 
Datum. Periode wicht | °Y®- lmenge| chlor- Bemerkungen 
min - 1 
zink 
per Os 
g g ecm g 
19. 11 0) BOD 
(). 11 Vor: 0 3D 
1638 ().2202 
21. 13 . 0) 335 
periode 
22. 11. 0) 390) 
3 14 . )} Zn = 20.6% 
Z : : Z { —— , 
Ver- “ Voriibergehend breii 
D4 14 2 ALO Stuhlentleerung. Un- 
suchs- | 1760 0,4468')) verminderte Fref- 
25. 11 3 ‘10 lust. Aus dem Han 
26.11 periode 0 20\() wiedergewonnen ).!) 
Glykocvamin. 
27.11 Q) 280 
1705 0,4884')|; ‘) ZnO = 21,2° 
29. 11. i) 25) 
periode I 
30. 11 0 350 
1.12 0) 320 
2,12,| Nach- 0 29() 
L806 0.2408 
3. 12. | 0 310 
periode Il 
t, 12 0 360 


Anfangsgewicht 1638 g 


Schlufigewicht 1810 >» 
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8. Versuch. 



























J 


Graues Kaninchen. Gewicht 2178 g. Futter: 400 g Mohrriiben, 9 g salz- 


saures Glykocyamin per os (in Einzeldosen von 1 g). 














| Salz- . 
: -anres Area- 
Ge- saures Harn- a0 
Glyko- tinin 
tt Periode : ‘ya- ‘hlor Jemerkunge 
Datum Periode wieht| “T° | menge| chilor- Bemerkungen 
min 
zink 
per Os 
g g eem g 
14. 1 0 7) 
m4.) 7 0 286 
2178 0.3420') ') ZnO 20.64 ° 
16.1. periode y s12 
17. 1 0) 338 
' 1) ZnO 19,8 9 
< 3 ) id 4 ; . 
18. 1 Ver- ” Der Chlorzinknieder- 
m4 . a shy ec alle. 
oy)” ie Ze ; A.Na- VSLéE fe 
suchs- 2135 0.61701) — es wh dare 
, eo — Am 1. Tage voriiber- 
(). ) d05 Saget. cat 
gehend breuger Stuhl, 
24.1. periode 0) 20() sonst keinerlei St6- 
rungen. 
2. 3 0 2) 
a4) = Q 272 
2120 0.4366 )| *) ZnO = 21,07" 
25. 3 Q) 296 
26.4 U 2P6b 
97.4, Nach- 0 305 - 
2113 0.2926") | ') ZnO 20.04 ” 
. . QQ” 
8. 1. periode II 0 a 
a 0 521) 


Anfangsgewicht 2178 g 
Schluhgewicht 2108 
Aus dem Harn wiedergewonnen: Versuchsperiode 0,82 g Glykocyamin 
” » Nachperiode () » 
Der wihrend der Versuchsperiode gesammelte Kot enthielt kein 
Glykocyamin. 
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Graues Kaninchen. Gewicht 2526 ¢. Futter: 500 g Mohrriiben | 


Y« salzsaures Glykocyamin subkutan (in Einzeldosen von | 








'r 
4. rea- 





Gre- Ciyvk Harn- : 
my KUM tinin- 
. . CVa- 1 
Datur Periode chlor- Jemerkungen 
, ¢ min ' ? » Ot 
Wic!l nenge¢ 
Siit)- punts im 
ZINK 
utan 
‘f D ecm co 
11.2 () 5382 
{2.2 Vo () 359 
256 ().4020') | 1) ZnO = 21,24 
13. 2 () 40D 
HeELrLOK . 
14.2 () oo 
1} ZnO = 21.61 
Ver- Sehr geringe Nahrung 
1G. 2 2 13-4 aufnahme, Stuhl 
suchs- 24-4) 1.2384 ') leerung norma! 
= 2) 9 ‘e) 
Li 0 132 Aus dem Harn w 
neriode cseWwo en: 2.7 Cri\ 
IR riod 0 234) gewonnen: 2.7 3 ( 
koevamin. 
= () ps6 
an es Nach- , ee oe 
LU. Z () t10O Normales Bett (ley) 
2630 0.4976 
4 () LON) friftt mit Gier 


| 


hie riode 
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10. Versuch, 


Kaninchen von 2268 g. Futter: 500 g Mohrriben taglich, 8 g Glykocyamin 
per os (in Einzeldosen von 1 g 


- 














' Glyko- : a 
Ge- ve Harn- Kreatinin- 
atum Periode | wicht) ™ menge chlorzink Bemerkungen 
per OS 
g g cem g 
t 9 () 420 
-_ 
4 Q Vo . (0) 45 
2268 | 0.2406 
. , - 
6. 9. periode () 439 
7g 0) 41) 
RY A 3 ‘ID 
Ver- Aus dem Harn wieder- 
9,9 _ 3 60D 
suchs- 2258 0.7298 gewonnen 0,6 ¢ Glyko- 
10. 9 2 10 
periode cvyamin. 
11.9 ) Ws 2 
12.9 () 310 
Nach- A 
13.9 Nach ‘ 0) 435 _ 
2278 0.6330 
, ; PO.) 
i periode | UV Oe 
15.9 0 300 
16.9 () 300 
- Nach- m 
17 Q Na h () IR 
2278 0.5368 
( , 9») 
Is. periode II U 0 
io. 9 0 315 


Die vorstehend mitgeteilten Versuche,!) denen sich noch 
die spiter anzufiihrenden Versuche mit gleichzeitiger Kreatin- 
bestimmung in Muskeln und Harn hinzugesellen, ergaben aus- 
nahmslos ein positives Resultat im Sinne einer Kreatinvermeh- 
rung. Bei ihrer groBen Anzahl und unter Beriicksichtigung der 
sehr gleichmiBigen Kreatininausscheidung in den Vor- und Nach- 
perioden, sowie in den Kontroll- und Argininversuchen (s. u.) 


!) Tabellarische Zusammenstellung siimtlicher Versuche s. 3. 455. 
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berechtigen sie trotz der Miingel der quantitativen Bestimmungs- 
methode zu dem Schlusse, dafi das Glykocyamin im Organismus 
des Kaninchens teilweise in Kreatin ubergeht. Die Zunahme 
ist in einigen Fiillen nur eine geringe, wenige Prozent des Aus- 
gangsmaterials betragend, in anderen aber verhiiltnismiibig |ye- 
triichtlich. In Versuch 10 wurden 8 g des Chlorhydrats yer- 
fiittert, entspr. 6,1 g Glykocyamin. Aus dem Harn wurde 0,6 ¢ 
reiner Substanz wiedergewonnen. Es gelangten somit zur Re- 
sorption!) 5,5 ¢ Glykocyamin, entspr. 6,1 g Kreatin = 8&3 g 
Kreatininchlorzink, 

An & unter dem EjinfluB der Fiitterung stehenden Tagen 
wurden zusammen 1.3628 g, an8 Normaltagen 0.5774 ¢ Kreatinin- 
chlorzink ausgeschieden; demnach betrug die Mehrausscheidung 
0.7854 ¢ = 9,5°%/o des resorbierten Glykocyamins. 

In Versuch 9 wurden 9 g Chlorhydrat subkutan injiziert, 
entspr. 6,8 ¢ Glykocyamin: aus dem Harn wiedergewonnen 2,7 ¢, 
demnach resorbiert 4,1 ¢ Glykocvamin, entspr. 4,6 @ Kreatin 
= 6.3 ¢ Kreatininchlorzink. An 8 Versuchstagen wurden zu- 
sammen 1.7360 g, an 8 Normaltagen O,8304 ¢ Kreatininchlor- 
zink ausgeschieden; demnach betrug die Zunahme 0,9056 » 
= 14.3°/o des Ausgangsmaterials. 

Kiir die Versuche 6, 7, 8 ergibt die gleiche Berechnung 
eine Umwandlung von 7,1°/0, 6,4°/0 und 4,5°/o des resorbierten 
Glykocyamins; fiir Versuch 5 12,7 °o. 

Diese Zahlen bediirfen noch einer Korrektur, da die you 
mir benutzte Bestimmungsmethode nur ca. 70°/o des Kreatin- 
gehalts ergibt: auch hiervon abgesehen, ist der. tatsiichliche 
Umfang des Methylierungsvorgangs wabrscheinlich grober, als 
es sich aus der Kreatininbestimmung berechnen lift, da das 
Kreatin der Muskeln nach dlteren, wie neueren Beobachtungen 
nicht vollstiindig zur Ausscheidung gelangt, sondern teilweise 
im Organismus in andere Verbindungen (Harnstoff?) ubergelt. 

Ks sind nun einige Einwiinde zu beseitigen, welche gegen 
die Beweiskraft meiner Versuche erhoben werden konnten, 
erster Reihe Bedenken, welche sich auf die Zusammensetzun¢ 

Wie die Untersuchung des Darminhalts in Versuch 9 
wird das salzsaure Glykocyamin im Darmkanal vollstandig resorbiert. 






Untersuchungen iiber die Entstehung des Kreatins im Organismus. 


der Chlorzinkprizipitate beziehen. Es fragt sich, ob die Ver- 
mehrung der Kreatininausscheidung nicht eine scheinbare ist 
und durch anderweitige Bestandteile der Niederschlige vorge- 
tiiuscht wird, vor allem durch Beimengungen von Glykocyamin 
oder von Glykocyamidinchlorzink, welches der Zinkverbindung 
des Kreatinins auBerordentlich dhnlich ist. 

Glykocyamin geht zwar mit ZnCl, keine chemische Ver- 
bindung ein, koOnnte aber den Niederschliigen mechanisch an- 
haften und was das Glykocyamidin betrifft, so lief es sich 
zwar in dem frischen Urin durch die Nitroprussidreaktion niemals 
nachweisen, miifte aber bei der Salzsiiturebehandlung des Harns 
aus Glykocyamin entstehen, vorausgesetzt, dah diese in reinem 
Alkohol ganz unlésliche Verbindung — wenn auch nur in geringer 
Menge — in den alkoholischen Harnextrakt tibergeht. Dab 
weder die eine, noch die andere Substanz in den Niederschliigen 
enthalten, resp. das Gewicht derselben merkbar beeinflubt, wird 
zunachst durch die Resultate der wiederholt vorgenommenen 
Zinkbestimmnng wahrscheinlich gemacht, welche in mehreren 
Killen Werte ergab, die denen des Kreatininchlorzinks sehr 
nahe kommen. 

Gefunden: 21,8, 21,9, 21,6°/o ZnO; verl. 224°. 

In einigen Versuchen blieb allerdings der gefundene Zink- 
sehalt um ca. 2°/o9 hinter dem theoretischen resp. um ca. 1°) 
hinter den an den Normaltagen erhaltenen Werten zuriick. Durch 
welche Beimengungen dieses Defizit veranlabt war, konnte ich 
nicht ermitteln, doch handelte es sich jedenfalls nicht um die 
Zinkverbindung des Glykocvamidins (entspr. 24,3 ZnQ), deren 
Anwesenheit im Gegenteil den Zinkgehalt hiitte erhohen miissen. 
Die Menge dieser unbekannten Verunreinigungen betrug tbrigens, 
wie die Rechnung ergab, nur einen ganz geringen Bruchteil der 
Gesamtquantitét des Niederschlags und war in keinem Falle 
ausreichend, das Resultat der Kreatininbestimmung in Frage zu 
stellen. Ich habe es niemals versiiumt, das gewogene Produkt 
auf Beimengungen von Glykocyamin oder seinem Anhydrid direkt 
zu priifen, in dem ich dasselbe in heifem Wasser lOste, durch 
Kochen mit kohlensauremn Natron vom Zink befreite und das 
mit Essigsiiure angesiuerte Filtrat auf ein kleines Volumen ein- 
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engte. Etwa vorhandenes Glykocyamin muBte sich dann in 
Krystallen ausscheiden, wiahrend iiber die Anwesenheit yon 
Glykocyamidin durch die charakteristische und sehr empfind- 
liche Nitroprussidreaktion Aufschluf zu erhalten war. Das Re- 
sultat der Priifung war stets ein negatives. Um jeden Zweite! 
auszuschlieben, wurde eine grobere Quantitét der aus zahlreichen 
Versuchen gesammelten Chlorzinkniederschliige (aus Normal- 
und Versuchsperioden gemischt), im ganzen 13,5 g der gleichen 
Behandlung unterworfen. Beim Eindampfen der von Zn befreiten 
und mit Essigsiiure angesiiuerten LOsung schieden sich zuniichst 
ea. 1.5 @ reines Kreatin aus (durch Erhitzen in der alkalischen 
Losung aus Kreatinin regeneriert, durch seine Krystallform und 
Krystallwasserbestimmung identifiziert), das Filtrat wurde auf 
ein kleines Volumen eingeengt, nach liingerem Stehen in der 
Kiilte, wobet sich nichts ausschied, mit Alkohol versetzt und 
nach Entfernung der ausgeschiedenen Salze und eines Restes 
von Kreatin mit alkoholischer Pikrinsiiure gefallt. Der voluminose 
Niederschlag (ca. & g) zeigte nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus heifem Wasser den Schmelzpunkt des Kreatininpikrats (215°). 
Das aus ihm in bekannter Weise dargestellte Zinkdoppelsalz er- 
wies sich als reines Kreatininehlorzink (gef. 22.4°/o ZnO). Die 
gesuchten Beimengungen des Kreatinins miiften sich in) dem 
ersten Filtrate der Pikrinsiiurefiillung sowie in der Mutterlauge 
des umkrystallisierten Pikrats finden. Die Fliissigkeiten wurden 
vereinigt und aus ihnen — nach Entfernung der Pikrinsiiure — 
ebenfalls ein Zinksalz gewonnen, dessen Zinkgehalt nur 20° 9 ZnO 
betrug. Dasselbe wurde auf die Gegenwart von Glykocyamin 
und Glykocyamidin in der oben beschriebenen Weise gepriift: Es 
schied sich eine geringe Menge (ea. 0,05 g) einer in Wasser selir 
schwer loslichen krystallinischen Verbindung aus, welche nach 
dem Erhitzen mit CIH die Reaktionen des Glykocyamidins zeigt. 

Hiernach ist, wie ich glaube, der Beweils geliefert, dali das 
in den Organismus eingefiihrte Glykocyamin oder sein Anhydrid 
hochstens in minimalen Spuren in die Chlorzinkfallung tibergeht. 

Kin anderer Einwand gegen die SchluBfolgerung, welche 
ich aus meinen Versuchen ziehe, lieB sich aus der in einzelnen 
Fiillen beobachteten Gewichtsabnahme der Tiere ableiten. Die- 
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selbe kénnte den Verdacht erwecken, daf} die Ursache der 
Kreatinvermehrung nicht in direkter Umwandlung des Glyko- 
cvyamins, sondern in gesteigertem Zerfall von Gewebseiweil zu 
suchen ist. Aufmerksame betrachtung der Versuchsprotokolle 
ergibt indes, dai dieser Einwand unbegriindet ist. Ein Gewichts- 
verlust wahrend der Versuchsdauer trat nur ausnahmsweise ein, 
war meist unerheblich und erreichte nur einmal, in der Vor- 
periode des fiinften Versuches, die Hohe von 13°/o des An- 
fangsgewichtes; zweifellos infolge unzureichender Erniahrung. 
Auch sonst fiel die Gewichtsabnahme, aus dem gleichen Grunde, 
vorwiegend in die Normalperiode, also in die Zeit der niedrigsten 
Kreatininwerte: wenn sie, was seltener und nur in geringerem 
Mabe der Fall war, in der Periode der Glykocvamindarreichung 
bemerkt wurde, war sie durch die verminderte Frefblust der 
Tiere und voriibergehende Neigung zur Diarrhée erklirt. Ein 
Grund fiir die Annahme eines vermehrten Gewebszerfalls war 
nicht vorhanden, da die Nahrungsaufnahme wohl ofter ver- 
mindert, aber niemals aufgehoben war und sonstige Anzeichen 
einer intensiveren Stoffwechselstorung nie beobachtet worden sind. 

Dah unzureichende Nahrung die Kreatininausscheidung im 
Harn nicht wesentlich beeinflubt, ist neuerdings durch die sorg- 
fiiltigen Untersuchungen von van Hoogenhuyze und Ver- 
ploegh?) fiir den Menschen bewiesen worden. Im Hunger- 
zustande sinkt die Kreatininmenge, wie diese Autoren iiber- 
einstimmend mit friiheren Untersuchern gefunden haben, von 
Tag zu Tag und wird nur durch angestrengte Muskeltétigkeit (die 
bei Nahrungszufuhr ohne Einflu{ ist) voriibergehend vermehrt. 
Uber die Kreatininausscheidung bei hungernden Kaninchen 
liegen noch keine genaueren Untersuchungen vor; bei zwei Tieren, 
die allerdings durch friihere Versuche heruntergekommen waren, 
bemerkte ich schon am zweiten, resp. dritten Tage der Inanition 
eine betrachtliche Zunahme des Kreatins. 

Da die Kreatininvermehrung nach Fttterung mit Glyko- 
cyamin ausnahmslos in allen meinen Versuchen konstatiert 
wurde, ganz besonders auch in denjenigen Versuchen — ihre 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, &. 


t25 ff. 
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Zahl war die tiberwiegende —, in denen das Befinden der Tiere 
wiihrend der Versuchsdauer ungetribt blieb und das Korper- 
gewicht sich nahezu konstant erhielt oder eine stetige Zunahme 
zeigte, so hielt ich es fiir tiberfliissig, zur Sicherung des Re- 
sultates die Grofe des Eiweibumsatzes in jedem Falle zahlen- 
miibig festzustellen. Bestimmungen dieser Art wiiren itibrigens 
unter den obwaltenden komplizierten Verhaltnissen ( Ausscheidung 
wechselnder Mengen von unveriaindertem Glykocvamin, sowie 
unbekannter N-haltiger Derivate) grobenSchwierigkeiten begegnet. 
Czernecki?) hat in seinem Clykocyaminversuche eine Zunalime 
der N-Ausscheidung im Harn gefunden, welche der Rechnnng 
nach dem N-Gehalt von 62,5°/o des verfiitterten Glykocyamins 
entsprach. Ob ein so bedeutender Anteil tatsachlich im Harn 
zur Ausscheidung gelangte, konnte nicht bewiesen werden: so 
viel aber ist sicher, dafii das gefundene Plus von N zu einem 
erheblichen Teile durch die Ausscheidungsprodukte des resor- 
bierten Glykocyamins gedeckt wird und dab der Eiweibzerfall 
im Korper, wenn tiberhaupt, jedenfalls keine wesentliche Steige- 
rung erfahren haben kann. In einem anderen, allerdings nicht 
einwandfreien Versuche Czerneckis, auf welchen ich noch 
zuriickkommen werde, war nach Einfiihrung von Glykocyamidin 
in den Magen das Kreatinin im Harn nicht allein nieht ver- 
mehrt, sondern bis auf Spuren verschwunden, obgleich in 
diesem Falle die Eiweibzersetzung betriichtlich gesteigert war. 


Meine Auffassung von dem Verhalten des Glykocyamins 
Im Organismus des Kaninchens steht im Widerspruch zu der 
von Czernecki in seiner oben zitierten Arbeit vertretenen. 
Zwar konstatierte dieser Autor in einem Fiitterungsversuche 
mit Glykocyamin gleichfalls eine Vermehrung des \Kreatinin- 
chloridzinkniederschlages, die sogar recht betriichtlich war und 
mehrere Tage anhielt, doch ist er nicht geneigt, dieselbe auf eine 
direkte Umwandlung in Kreatin zu beziehen, und zwar wesentlich 
aus dem Grunde, weil die Weylsche Reaktion in dem frischen 


1) }. ce. S. 302. 
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Harn der Versuchstiere nicht intensiver erschien als vorher. 
Dieses Argument kann indes wohl nicht als stichhaltig gelten, 
da die subjektive Schiitzung einer Farbenreaktion, zumal in 
stark verdiinntem Harn (Czerneckis Kaninchen entleerte an 
2 Tagen 9OO0O—1000 cem Urin) eine Tiiuschung nicht aus- 
schhebt. 

Uberdies hat Gzernecki die Moglichkeit nicht beriick- 
sichtigt, dab vielleicht ein Teil des neugebildeten Kreatins als 
solches im Harn aufgetreten und erst bei der weiteren Ver- 
arbeitung desselben in Kreatinin tibergegangen ist. 

Fir die auch von Cernecki ins Auge gefabte Moéglich- 
keit, da die scheinbare Kreatininvermehrung vielleicht auf Bei- 
mengung von Glykocyamidinchlorzink beruht, konnte kein experi- 
menteller Beweis beigebracht werden. In meinen Versuchen 
s. oben) wurde dieser naheliegende Einwand mit Sicherheit 
widerlegt. Es legt daher meiner Meinung nach kein Grund 
vor, den wichtigen Versuch Czerneckis nicht in positivem 
Sinne zu deuten; ich sehe in seinem nach einer von der 
meinigen abweichenden Bestimmungsmethode erhaltenen Hesul- 
tate vielmehr eine willkommene Bestiitigung meiner eigenen 
Auffassung. 

Sebr auffillig und unverstiindlich erscheint es mir, da 
Czernecki nach Darreichung von Glykocyamidin (im ganzen 
t g des salzsauren Salzes auf 2 Tage verteilt) kaum Spuren 
einer Chiorzinkverbindung aus dem Harn isolieren konnte. Der 
Verdacht liegt nahe, dab in diesem Falle Kreatin in iiber- 
wiegender Menge als solches ausgeschieden worden und der 
beobachtung entgangen ist. Ich habe jedenfalls bei Wieder- 
holung des Versuches ein wesentlich anderes Resultat erhalten. — 
Nach subkutaner Injektion von salzsaurem Glykocyamidin (Czer- 
necki bediente sich allerdings der Einfiihrung per os) konnten 
aus dem Urin sehr betriachtliche Mengen eines krystallinischen 
Chlorzinkniederschlages dargestellt werden. Gegeniiber der Vor- 
periode war er um das 4fache vermehrt. Der Niederschlag 
erschien unter dem Mikroskop durchaus homogen und bestand 
durchweg aus radiir gestreiften Kugeln, die denen des Chlor- 
zinkkreatinins gleichen und nur durch ihre bedeutendere Grobe 
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sich von den Formen unterscheiden, in welchen das letztere 
aus Kaninchenharn bei meiner Darstellungsweise gewohnlich; 
erhalten wird. Trotz des homogenen Aussehens lag sicherlich 
ein Gemenge von Zinkverbindungen vor, in welchem, worau! 
schon der hohe Zinkgehalt (22.5°,o ZnO) hinwies, die des 
Glykocyamidins reichlich vertreten war. — In der Tat konnte 
das letztere vermittelst der oben beschriebenen Keaktion sowo})! 
in dem Niederschlage, wie in dem frisch entleerten Urin mit 
Sicherheit nachgewiesen werden. Immerhin war sehr wabhr- 
scheinlich auch die Kreatininausscheidung betriichtlich vermehrt, 
da der gefundene Zinkwert hinter dem des reinen Chlorzink- 
glykocvyamidins noch weit zuriickbleibt (gefunden: 22,5°/o0 ZnQ), 
verl.: 24,2°/o). — Eine Trennung der beiden Verbindungen, 
die in ihrem Verhalten so ihnlich sind, ist zur Zeit unmoglich. 


Versuch. 


Giraues Kaninchen. Gewicht 1806 g Mohrriiben. 6 g salzsaure 
Glykocyamidin im Laufe von 2 Tagen in 6 Dosen subkutan. Das Tic: 
bekommt etwas Durchfall, macht sonst keinen kranken Eindruck. 











salzsaures 7 Chlorzink- 
ik Urin- od 
(alvko- nieder- 
Datum Periode ie oie eee Bemerkungen 
cyamidin, Mmengt schlag 
o ccm g 
L. 32. 0 320 
2.42,, Yor 0) 20) 
0.2408 
. - ») 
3. 12 periode 0 310 
4. 12. 0 360 
D. 12 — 3 ‘8D 
6.12 3 305 : 
suchs- 0.9950 ! t) ZnO = 22.5 %o 
¢ fe i ) 275 
periode ee 
S12. 0) ay) 


Anfangsgewicht 1806 ¢ 


Endgewicht 1810 
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Zusammenstellung aller Glykocyaminversuche. 





_ Creat 
Glyko- Kreatin 





\er- Glykocyamin Zahl Kreatininchlor- ¢eVvamin Zu- 
' : Zink aus dem wa “hs 
in g _—s Harn in | _ 
uchs- setahaiaieat det im pro zurtick- Zent des 
gewon- Aus- 
per sub- Tave| ganzen lag nen gangs- 
Nr. a mate 
Os kutan g g rials 
Vor- 4 O.388 0.0970 
1 6 — Versuchs- 35 0.6606 0.1320 _ 
Nach- y O5304 0.1060 
6 Vor- 4 2828 0.0707 
2? salz- — Versuchs-| 3 0.3468 0.1156 > — 
saures Nach- D5 0.3354 0.067 
OS Vor- D5 O.2518 O.0503 
3 essig-| Versuchs- 2 0.2004 0,1002 
saures| Nach- 4 O15 0.0384 
V9 Vor- 4 0.516 0.079 
{ — salz- | Versuchs- 4 0.7526 0.1881 _ 
saures| Nach- 4 0.3728 0.0932 
1/2 Vor- { O 4934 0.1233 
5 salz- — Versuchs- 4 1.382 0.3455 1.5 12.7 
saures Nach- 4 1,0184 0,2546 
& Vor- 4 () 2098 " 
, i Versuchs-| 4 0.5988 sale P - 
6 salz- -- : ; 0,4 7,1 
1. Nach- 4 0.4946 — 
saures 2. Nach- 4 | 0.2576 - 
8 Vor- 4 (). 2202 - 
Versuchs-. 4 0.4468 — = 
y salz- one ‘ . ; OY 6.4 
1. Nach- 4 0.4884 — 
saures 2. Nach- 4 0.2408 
9 Vor- 4 0.3420 
“ersuchs- i 0.6176 : 
Q on _ Ver su h f 170 0.82) 45 
1. Nach- f 0.4366 - 
saures 2. Nach- { (2926 - 
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Fortsetzung. 















































selbst 
weis zu fithren, diirfte kaum moglich sein, da selbstverstiindlich 
vergleichende Kreatinbestimmungen am Muskel vor und nach 
Doch konnte die 











Kinflub des Glykocvamins 





ee ; Kreatininchlor- Glyko- ™! 
Ver- Glykocyamin Zahl cyamin 
7 zink aus dem bee ane 
, ail Periode der Harn 
BUCHS im pro zurtick- |“ 
" few on- 
\, per sub- Tace| ganzen Tag nen | ga 
OS kutan g g r ei 
y Vor- 4 0.4020 —_ 
Versuchs- 4 1.23584 — ‘“ ; 
9 — — salz- ; sles 2,4 14.3 
1. Nach- a 0.4976 — 
saures | 2. Nach- + O 4284 — 
ersuchs- 4 0.7298 — ; ‘ 
It) salz- \ oe : UO.6 Jo 
1. Nach- 4 0.6330 — 
saures 2. Nach- 4 0.5368 ~ 
1 Vor- 6 0.3154 0.0526 | 
q) ~ 
} . -_ 
Versuchs- 3 0.4224 01408 
fs) : : “ee nee 
Vor- b Q.2248 0.035 (4 
12 ')] essig- ‘aia _ 
Versuchs-: 2 0.2371 0.1185 


auf den Kreatingehalt 
der Muskeln. 


Durch obige Darlegungen ist, wie ich glaube, der Beweis 


' Versuch 11 und 12 gehoren zu den Muskelversuchen 


nachzuwelsen ist. 


der Glykoeyaminzufuhr ausgeschlossen sind. 
Frage mit einiger Wahrscheinlichkeit beantwortet werden, wenn 
es gelang, in moelichst zahlreichen Versuchen in den Muskeln 


teilweise in die Methylverbindung, das Kreatin, tibergeht. 


Ss. 


geliefert, dab das Glykoeyamin im Organismus des Kaninchens 


. 
k S 
yh 


erschien mir von Wichtigkeit, festzustellen, ob diese Synthese 
an der normalen Ursprungsstiitte des Kreatins, in den Muskeln, 
Im lebenden Organismus diesen Nach- 


U,)}. 
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der Glykocyamintiere einen grOferen Kreatingehalt nachzuweisen 
als in den Muskeln von Kontrolltieren anniihernd gleichen Ge- 
wichtes, die unter gleichen Ernihrungsbedingungen gehalten 
wurden. 

Von diesem Gesichtspunkte aus sind die folgenden Ver- 
suche unternommen worden, bei deren sehr miihevoller Aus- 
fiihrung mich Herr cand. med. Zander in dankenswerter Weise 
unterstiitzt hat. 

Die Methode der Kreatinbestimmung schlof} sich der oben 
fiir den Harn beschriebenen im wesentlichen an: Die Tiere 
wurden an dem der letzten Glykocyamindarreichung folgenden 
Tage get6tet. Von der sofort mbglichst vollstiindig abpriparierten, 
sorefiiltig zerkleinerten und gewogenen Muskelmasse wurden 
in der Regel 150 g mit Wasser von 50—60° in erschopfender 
Weise extrahiert, die von Eiweif durch Erhitzen betreite LOsung 
mit Bleiessig unter Vermeidung eines Uberschusses gefiillt, das 
Filtrat nach Entfernung des Bleis auf ein kleines Volumen ein- 
ceengt und zur Krystallisation mehrere Tage stehen gelassen. 
Das ausgeschiedene Kreatin wurde durch Wigung bestimmt, 
die von ihm abfiltrierte Mutterlauge mit den Waschwiissern 
vereinigt und mit verdiinnter CIH zum Zweck der Uberfiihrung 
des Kreatins in Kreatinin mehrere Stunden erhitzt. Die weitere 
Behandlung war dieselbe wie im Harn. Das auf dem Umwege 
der Pikrinsiiurefiillung, die sich hier als sehr notwendig erwies, 
cereinigte Kreatinin wurde schlieblich als Zinkdoppelsalz gewogen. 

In mehreren Versuchen ist dieses umstiindliche Verfahren 
insoweit vereinfacht worden, als der eingeeingte wiisserige 
Muskelextrakt, ohne die Krystallisation des Kreatins abzuwarten, 
sofort mit verdiinnter Salzsiiure erhitzt und im iubrigen der 
cleichen Behandlung unterworfen wurde, wie in den anderen 
Fillen. 1) 

1. Versuch. 
la) Versuchstier: Weifes Kaninchen. 9 g Glykocyamin per os (3 
tiglich 1 g). Hafer und Wruken. 


‘) In den Chlorzinkniederschligen war weder Glykocyamin noch 


Glykocyamidin nachzuweisen, wie ich mich nach dem oben beschriebenen 
Verfahren tiberzeugte. 
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Anfangsgewicht: 
































Endgewicht: 2150 » 
Abnahme: 67 g 


Gesamtmuskeln (ohne 


Bauchmuskeln): 493.3 g. 
Wassergehalt: 75,2°/o (Mittel aus 2 Bestimmungen). 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 ¢ Y'9 Vio 
Kreatininchlorzink: 0,8041 0,536 2,16 
Harn: Kreatininchlorzink: 
Vorperiode : 6 Tage: 0,3154 g, pro Tag: 0,0526 ¢ 
Versuchsperiode: 3 : 0,4236 > » » : O,1412 » 


Aus dem Harn wiedergewonnen: 1,2 g reines Glykocyamin, 


Ib) Kontrolltier: Dasselbe Futter. 


Anfangsgewicht: 2239 g 
Endgewicht: 2270 » 
Zunahme: dl g 


Gesamtmuskeln (ohne Bauchmuskeln): 484,8 g. 
Wassergehalt: 76,3°/o (Mittel aus 2 Bestimmungen). 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 g %0 o/5 
Kreatininchlorzink: 0,6736 0,449 1,89 
Harn : Kreatininchlorzink: 
Vorperiode : 6 Tage: 0.3276 g, pro Tag: 0,0546 ¢ 
Versuchsperiode: 3 : 0.2264 » > >» : 0.0737 » 


Zusammenstellung: 
Kreatininchlorzink in: 


Muskeln Urin 
feucht trocken Vorperiode Versuchsperi 
150 ¢ lo pro Tag pro Tag 
Versuchstier: 0.8041 0,536 = 2,16 0,0526 0,1412 
Kontrolltier: 06736 O449 = 1,89 0,0546 0,0737 
Kreatinzuwachs == 11,4°)0. 


2. Versuch. 
Ila) Versuchstier: Gewicht 1620 g. 6g essigsaures Glykocyamin per 
(3  tiiglich 1 g). Hafer und Grinfutter. 
Gesamtmuskeln (ohne Bauchmuskeln): 363 g. 
Wassergehalt: 76,95°/o (Mittel). 
Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 ¢g Vig 9/9 


Kreatininehlorzink: 1.075 0.716 3.113 
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Harn: Kreatininchlorzink: 





Vorperiode : 6 Tage: 0,2248 g, pro Tag: 0,0374 g 
Versuchsperiode: 2 » : 0,2371 » » 2 OLSS 
IIb) Kontrolltier: Gewicht 1830 g. Futter: dasselbe. 
Gesamtmuskeln: 344 g (ohne Bauchmuskeln). 
Wassergehalt: 77,9°/o (Mittel). 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 ¢ O’5 O19 
Kreatininchlorzink: O.880O 0.586 2 66 


Harn: Kreatininchlorzink: 

Vorperiode : 6 Tage: 0.2582 g, pro Tag: 0,0430 g 
Versuchsperiode: 3 : O[SS84 » » >» + 00628 
Zusammenstellung: 

Kreatininchlorzink in: 


Muskeln Urin 
feucht trocken Vorperiode Versuchsperiode 
150 g %/0 pro Tag pro Tag 
Versuchstier: 1075 0.716 3,113 0.0374 0.1185 
Kontrolltier: O880 O.586 2.66 0.0430 0.0628 
Kreatininzuwachs = 11.7 °%o. 


3. Versuch. 


Illa) Versuchstier: Gewicht 1040 g. 3'2 g Glykocyamin in 3 Tagen 
per os, Wruken. 
Gesamtmuskeln: 290 g. 
Wassergehalt: 77,15° 0 (Mittel). 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 g %10 "lo 
Kreatininchlorzink: 0.9202 0.613 2,68 


(lb) 1. Kontrolltier: Gewicht 1030 g. Wruken. 
Gesamtmuskeln: 189.2 g. 
Wassergehalt: 76,3°/0 (Mittel), 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 ¢g 0/9 0», 
Kreatininchlorzink: 0,669 0.446 1.88 


Ile) 2. Kontrolltier: Gewicht 1860 g. Wruken. 
Muskeln: 493.8 g. 
Wassergehalt: 75.34° 0 (Mittel). 
Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 g ig Ig 


Kreatininchlorzink: 0,702 0.468 1.89 
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Zusammenstellung: 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 ¢ 0/9 0/9 
Versuchstier: 0,9202 0.613 2.68 
1. Kontrolltier: 0.669 0,446 1,88 
2. > : 0,702 0.468 1,82 
Kreatininzuwachs = 42,5°%/o. 


4. Versuch. 


IVa) Versuchstier: Gewicht 2020 g. Wruken. 3'/2 g Glykocyami 
per os in 3 Tagen. 
Gesamtmuskeln: 442 g. 
7 


Wassergehalt: 77,71° 0 
Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 ¢ ig 0/5 
Kreatininehlorzink: 0.5415 0.361 1.6 


IVb) Kontrolltier: Gewicht 2160 ¢, Wruken. 
Gesamtmuskeln: 485 g. 
Wassergehalt: 75,8 °/o. 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
Ld0 g v0 V9 
Kreatininchlorzink: 0.5524 0.368 1.52 


Zusammenstellung: 
Kreatininchlorzink in: 


Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 g O19 O79 
Versuchstier: 0.5415 0,361 1,6 
Kontrolltier: 0.5524 0.368 1.52 
Kreatininzuwachs == 5°/o (?) 


d. Versuch: Hunger +- Glykocyamin. 
Va) Versuchstier: Gewicht 2210 ¢, 3 Tage Hunger, am 3. Tage 2.7 
Glykoeyamin per os. Am folgenden Tage getitet. 


(resamtmuskeln: 566,6 g. 
Wassergehalt: 73,6°/o. 
Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
1d0 ¢g %/0 9/9 
Kreatininchlorzink: 0O,7141 ') 0,476 1,95 


Vb) Kontrolltier: Gewicht 2240 ¢. 3 Tage Hunger, am 4. getotet. 
Gesamtmuskeln: 586.8 g. 


Wassergehalt: 773°). 
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Feuchte Muskeln Trockene Muskeln 
150 fy v0 Vo 
387 1.71 


Zusammenstellung: 


Kreatininehlorzink: O.DS81 0. 


Kreatininchlorzink in: 


Feuchten Muskeln Troeckenen Muskeln 
150 ¢ 9 V/9 
Versuchstier: 0O,7141°) 0,476 1,95 
Kontrolltier : O.dS81 0,387 1.71 


Zusammenstellung der Resultate: 


Kreatininechlorzink in Prozenten, 


Kontrolltier Versuchstier Kreatininzuwachs 
feuchte trockene feuchte trockene in Prozenten der 
Muskeln Muskeln trockenen Muskeln 
Nr. | 0.449 1.89 0.536 2.16 11.4 
Hl = O.D86 2.66 O.716 3.113 11.7 
Il p Sane 1,58 | 0.613 2.68 425 
1 O468 1.89 { 
IV 0,368 1,52 0361 1.6 o 
V 0.387 1.7] 0,476 (7) ? ? 


Von der Verwertung des 5. Versuches nehme ich Ab- 
stand, weil die Kreatinbestimmung in den Muskeln des Versuchs- 
tieres (Mittelzahl aus 2 sehr differierenden Paralle|bestimmungen ) 
unzuverliissig erscheint. Von den 4 tibrigen Versuchen haben 
3 insofern ein positives Resultat ergeben, als der Prozentge- 
halt an Kreatin sowohl in den feuchten, wie in den trockenen 
Muskeln gegeniiber dem der Kontrolitiere sehr deutlich, in Ver- 
such 3 sogar sehr betriichtlich erhOht war. Im Urin war eine 
vermehrte Kreatininausscheidung unverkennbar. Im 4. Versuch 
konnte eine Vermehrung des Muskelkreatins nicht mit Sicher- 
heit nachgewiesen werden. 

Die Anzahl der Versuche ist zu gering, um eine sichere 
Schlubfolgerung zu gestatten, da die Grenzen der individuellen 
Schwankungen des Kreatingehalts normaler Kaninchenmuskeln 
nicht bekannt sind und erst in einer grOéberen Versuchsreihe 
festgestellt werden miibten. 

1) Mittelzahl aus 2 Parallelbestimmungen, die aus nicht mehr fest- 


zustellender Ursache wesentlich verschiedene Werte ergaben: O.8822 g 


und 0.5460 g. 
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Der gefundene Zuwachs ist immerhin so erheblich (jn 
einem Falle sogar 42°/o des Normalwertes betragend). dal} er 
wenigstens mit einiger Wahrscheinlichkeit im Sinne der Kreatin- 





synthese aus Glykocyamin gedeutet werden kann. Uber den 
tatsiichlichen Umfang der letzteren kOnnen die Versuche natiijr- 
lich keinen AufschluB geben, da die sofort einsetzende Aus- 
scheidung durch den Urin der Aufspeicherung des Kreatins in 





den Muskeln eine Grenze setzt. 


Die Vorstufen des Kreatins. 


Durch den Nachweis, daly im Organismus des Kaninchens 
an den Guanidinrest des Glykocvamins Methyl angelagert wird. 
ist der normale Entstehungsmodus des Kreatins unserem Ver- 
stiindnis nither gertickt: er bedarf indes im einzelnen noch 
weiterer Aufklirung. 

Daf das Kreatin der Muskeln ein Produkt des Eiweil- 
stoffwechsels ist, unterliegt keinem Zweifel, wenngleich de 





Kiweibgehalt der Nahrung die Kreatinausscheidung dureh den 
Harn nicht unmittelbar beeinfluBt.!) Die Entstehung und Aus- 
scheidung des Kreatins folgt anderen Gesetzen wie die des 
Harnstoffs und ist das Resultat komplizierterer Vorgiinge, die 
sich im Muskelgewebe selbst (und wohl auch in anderen Ge- 
weben) abspielen. . 

Diese bereits von Meissner?) hervorgehobene Tatsache ist 
neuerdings wieder von van Hoogenhuyze und Verploegh? 
auf Grund der von Folin) entwickelten Vorstellungen von der 
Eiweifzersetzung im Tierkorper eingehend erortert worden. Wie 
weit die Kreatinausscheidung als Mab fiir die GriBe des Ge- 
websumsatzes gelten kann, muf erst durch genauere Unter- 
suchungen  festgestellt werden. Es wire denkbar, dal} das 
Kreatin, dessen Ausscheidungsverhaltnisse denen der Harnpurine, 
wie von verschiedenen Seiten hervorgehoben,*) analog sind, 

a 

' van Hoogenhuyzeu. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI. 

2) Zeitschrift fiir rationelle Medizin, Bd. XXXI, S. 298. 

Loe. SB. Bb. 

‘) Americ. Journ. of Physiology, Vol. XIII. 

Vergl. u. a. R. Burian, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S$. 545. 
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ebensowenig wie diese von den Eiweibstoffen im engeren Sinne 
abstammt, sondern aus den Nucleinsubstanzen hervorgeht. Diese 
Mocglichkeit, die durch den Nachweis von Guanidin unter den 
Qxydationsprodukten der Thymusnucleinsiure!) gestiitzt wird, 
claube ich auf Grund von eigenen Beobachtungen ausschlieBben 
zu kOnnen. Hunde, welche in meinem Laboratorium mit groben 
Mengen nucleinreicher Nahrung (Thymusdrise) gefiittert wurden, 
zeigten durchaus keine Kreatininvermehrung im Harn. 

Frigt man nun nach den Vorstufen, welche beim Ab- 
bau der kiweibkorper der Kreatinsynthese vorausgehen, so wird 
man zuniichst auf das im Eiweifimolekiil priiformierte Guanidin- 
derivat, das Arginin, hingewiesen, welches schon von Czernecki, 
wie von van Hoogenhuyze und Verploegh als Muttersub- 
stanz des Kreatins in Betracht gezogen worden ist. 

Wie Kutscher?) gezeigt hat, wird Arginin in vitro durch 
baryumpermanganat unter Austritt von NH, zu Guanidinbutter- 
siiure oxydiert. Wir wissen ferner durch die Untersuchungen 
von A. Kossel und H. D. Dakin,?) dab in der Leber und ver- 
schiedenen anderen Organen der Saugetiere ein Ferment vor- 
handen ist, welches das Arginin in Harnstoff und Ornithin zer- 
lest. Uber den Umfang, in welchem die fermentative Spaltung 
durch Arginase im lebenden Organismus vor sich geht, war 
bisher nichts bekannt:4) es stand deshalb der Vorstellung nichts 
im Wege, daf neben derselben an dem Abbau des Arginins im 
Stoffwechsel ein direkter Oxydationsvorgang beteiligt ist, welcher 
bis zur Bildung von Guanidinessigsiiure fortschreitet. Die An- 
nahme, dab dieser Vorgang in Beziehung steht zu der Kreatin- 
svuthese in den Muskeln, findet vielleicht eine Stiitze in der 


') Kutscher und Seemann, Chem. Ber., Bd. XXXVI. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLI und XLII. 

*) Inzwischen hat W. H. Thompson (Journal of Physiology, 
bd. XXXII und XXXIII, 1905), dessen Publikation mir erst nach Ab- 
schlu8 meiner Versuche bekannt wurde, gefunden, dafi per os darge- 
eichtes Arginin bei Hunden in wechselnden groften Mengen (37,6, 52,99, 
77.03°'o des N entsprechend), subkutan appliziertes bis nahe an 100°%o als 
Harnstoff im Urin auftritt. Es ist hiernach an eine Beziehung des 
Arginins zur Kreatinbildung kaum noch zu denken. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIIL. 
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Tatsache, dafB gerade in diesem Organ keine oder nur eine 












zweifelhafte Arginasewirkung von Kossel und Dakin naech- 


gewiesen werden konnte. 
nicht zugunsten einer solchen Auffassung. 


mengen gepruft 
war ein Einflul 
zu konstatieren. 


Meine Versuche sprechen indessen 
Leider konnte das 
Verhalten des Arginins wegen Mangels an Material nur an zwei 
Tieren, und vielleicht auch nicht mit geniigend groben Substanz- 





werden: in den bisherigen beiden Versuchen 
auf die Kreatinausscheidung im Harne_ nicht 


Argininversuche. 


Das Arginin wurde als Nitrat subkutan injiziert, nachdem 
a 
die LOsung vorher durch Soda schwach alkalisch gemacht war. 


1. Versuch. 


i 


5 ¢ Argininnitrat (in Einzeldosen von 0.5 g auf 3 Tage verteilt) subkutan. 








Zahl der 


Gewicht 


Kreatininchlorzink 











Periode os im ganzen pro Tag 
lage : 

ao Co Co 

5 ) 5 
Vorperiode 4 2243 0.3774 0.0943 
Versuchsperiode . 5 2140 0.3504 0.0700 
Nachperiode . By) 2208 0,1682 0,0336 

2. Versuch. 


5 g Argininnitrat 


a 


subkutan im Laufe von 3 Tagen (3 & tiaglich 1 g). 




















Periode 


Zahl der 


Gewicht 


Kreatininchlorzink 


im ganzen > 


pro Tag 





lage g g g 
Vorperiode 4 2560 0.3764 0.0941 
Versuchsperiode 4 2600 0.3866 0.0966 
Nachperiode . 6 2600 0.5586 0.0932 








Wenn somit die Kreatinbildung, wie aus den mitgeteiltes 


Versuchen gefolgert werden kann, nicht die Zwischenstufe des 






@ 
bes 





‘Arginins durchliuft, so ist sie vielleicht durch die Annahme zu 


Untersuchungen iiber die Entstehung des Kreatins im Organismus. 


erkliiren, dafi direkt aus dem Eiweifi abgespaltenes Guanidin im 
Entstehungsmoment mit Aminoessigsiiure in Reaktion tritt oder 
auf andere Weise sich mit einem Essigsiiurerest verbindet. Dab 
bei dem oxydativen Abbau, wie bei der Hydrolyse verschiedener 
Kiweibkorper freies Guanidin auftritt, ist durch Kutscher?) 
und seine Mitarbeiter bewiesen: Otori?) hat es wahrscheinlich 
cemacht, dafi dasselbe aus einem im Ejiweif praformierten 
Guanidinkern, nicht sekundiir aus dem Arginin hervorgeht. Die 
Moglichkeit des Auftretens von freiem Guanidin im intermediiren 
Stoffwechsel wird weder durch die Giftigkeit der Base ausge- 
schlossen, noch durch die von Pommerrenig?) ermittelte Tat- 
sache, dafh Guanidin im normalen Harn der Kaninchen nicht 
vorhanden ist, wiihrend subkutan oder per os eingefiihrte kleine 
Mengen nahezu vollstiindig ausgeschieden werden. Bei groberen, 
den toxischen sich niihernden Dosen sinkt tibrigens die Aus- 
scheidungsgr6Be erheblich und bei Hunden und Hiihnern betragt 
sie auch nach kleineren Dosen nur ca. 50°/o der eingefiihrten 
Menge, woraus hervorgeht, dab das Guanidin im Organismus 
keineswegs unangreifbar ist. 

Die Umwandlung in Kreatin wiirde die Entgiftung der Base 
und ihr Fehlen im normalen Harn erkliiren. 

Daf von auben eingefiihrte Stoffwechselprodukte sich im 
Organismus anders verhalten wie die im Tierkérper selbst ent- 
standenen, ist eine aus der Erfahrung hinreichend bekannte 
Tatsache. Ich brauche nur an das verschiedene Verhalten des 
bei der Eiweifzersetzung abgespaltenen und des subkutan oder 
in die Venen injizierten kohlensauren Ammoniaks zu erinnern. 





') Kutscher und Schenck, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Bd. XXXVII (Guanidin aus Leim). 
Kutscher und Seemann, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Bd. XXXVI (Guanidin aus Thymusnucleinsiure). 
Kutscher und Zickgraf, Sitzungsberichte der Akademie der 
Wissensch. zu Berlin, Bd. XXVIII (Guanidin aus Leim), 
Kutscher und Otori, Diese Zeitschrift, Bd. XLU (Guanidin 
bei Autolyse des Pankreas). 
*) Otori, Diese Zeitschrift, Bd. XLUT (Guanidin aus Pseudomucin). 


Pommerrenig, Hofmeisters Beitr., Bd. I. 
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Wir sind eben nicht imstande, die resorbierten Stoffe in den- 
jenigen Stoffwechselstitten zu konzentrieren, in welchen  gije 
normalerweise thre spezifische Umwandlung erfahren. Aus diesem 
Grunde erschien die experimentelle Priifung der Frage nach 
der beziehung des Guanidins zur Kreatinbildung von vornherein 
wenig aussichtsvoll. 

In der Tat sind die von mir angestellten, mannigfach 
variierten Versuche, in welechen Kaninchen Guanidinearbonat 
teils allein, teils in Kombination mit Glykokoll dargereicht wurde, 
an der Giftwirkung der Base gescheitert. 

In neuerer Zeit sind von Kutsecher!) im Liebigschen 
Fleischextrakt nicht unerhebliche Mengen von Methvlguanidin 
aufgefunden worden. Ob diese Verbindung bereits im frischen 
Fleisch enthalten oder erst durch postmortale Spaltung des 
Kreatins, vielleicht wie die Bernsteinsféure des Fleischextrakts,?) 
durch Bakteriepwirkung entsteht, ist zur Zeit noch nicht ent- 
schieden. Doch liegt jedenfalls in diesem Befunde ein Hinweis 
auf die Moglichkeit, dafB im Eiweiimolekiil auch ein Methy!- 
guanidinkern priformiert ist, der bei der Kreatinbildung in be- 
tracht kommen kénnte. Wenn diese Base unter den Produkten 
der kiinstlichen Kiweifspaltung bisher nicht nachgewiesen wurde, 
so beweist dies nichts gegen ihre Existenz, da Methylguanidin 
neben (iuanidin ohne Zweifel sehr leicht tibersehen werden 
kann. Direkt auf diesen Punkt gerichtete Untersuchungen legen 
bisher nicht vor. Fiitterungsversuche mit Methylguanidin habe 
ich bereits in Angriff genommen, iiber seine Beteiligung an der 
Kreatinsynthese aber noch keine entscheidenden Resultate er- 
halten. Zwar wird Methylguanidin von Kaninchen in groberen 
Dosen vertragen, wie Guanidin, doch lieben sich Vergiftungs- 
erscheinungen nicht ausschlieben, deren Einflub auf die Ver- 
suchsergebnisse noch nicht beurteilt werden kann. Immerhin 
moOchte ich nicht unerwiihnt lassen, daB in einem Versuche die 
Dosis von ca. 2 ¢ Methylguanidinchlorhydrat, welche im Laufe 
von 2 Tagen subkutan injiziert wurde und nur leichte Intoxika- 






Zentralblatt fiir Physiologie, 1905. 
2) Wolf, Festschrift far Salkowski. 





















































Untersuchungen iiber die Entstehung des Kreatins im Organismus. 


tionssymptome hervorrief, von denen sich das Tier in wenigen 
Tagen vollig erholte, eine Vermehrung der Kreatinausscheidung 
im Harn nicht erkennen lief. Ich behalte mir vor, diese Ver- 
suche zu wiederholen und die Untersuchung iiber die Vorstufen 
des Muskelkreatins noch von anderen Gesichtspunkten aus fort- 
zusetzen. Die naheliegende Frage, ob sich Cyanamid und Gly- 
kokoll im Organismus zu einem Guanidinderivat vereinigen 
lassen, wie es in vitro der Fall ist, wird durch meine bisherigen 
Beobachtungen in negativem Sinne beantwortet; wenigstens 


sind die Giftwirkungen des Cyanamids — wie es andernfalls 
zu erwarten war — durch gleichzeitige Darreichung von Gly- 


kokoll weder aufgehoben, noch gemildert worden. ') 

Die chemischen Vorgiinge bei der Entstehung des Kreatins 
in den Muskeln sind somit noch keineswegs aufgekliirt und 
wenn auch der Organismus, wie ich dargetan zu haben glaube, 
die Fahigkeit besitzt, die Guanidinessigsiure zu methylieren, 
so ist durch diesen Nachweis, wie ich ausdriicklich betonen 
mochte, die Moglichkeit nicht ausgeschlossen, dab die Kreatin- 
bildung im normalen Stoffwechsel auf einem ganz andern, noch 
unbekannten Wege vor sich geht. 

Die Resultate meiner Untersuchung fasse ich in folgenden 
satzen zusammen: 

1. Glykocyamin (Guanidinessigsaure) wird im Organismus 
des Kaninchens durch Anlagerung von Methyl in Kreatin um- 
gewandelt. 

2. Arginin gehort sehr wahrscheinlich nicht zu den Vor- 
stufen des Kreatins. 


Zur Zeit ist Herr Dr. Dorner in meinem Laboratorium 
damit beschiftigt, die in vorstehender Abhandlung mitgeteilten 
Resultate nach der zweckentsprechend modifizierten Folinschen 
Methode zu kontrollieren und eine Reihe von andern, auf die 


1) Ich verweise iibrigens auf die S. 465 gelegentlich des Guanidins 
veiuferten Bedenken gegen die Beweiskraft derartiger Entgiftungsver- 


suche 
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Entstehung und Ausscheidung des Kreatins beziiglichen Fragen 
in den Bereich der Untersuchung zu ziehen. Soweit dieselbe 
das Verhalten des Glykocyamins betrifft, haben die bisherigen 
Versuche meine Ergebnisse bestiitigt. Uber die Resultate seiner 
Arbeit, die wohl noch geraume Zeit in Anspruch nehmen dirfte, 
wird in dieser Zeitschrift berichtet werden. 































Uber die enzymatische Wirkung des Rettigs. 
(Raphanus sativus L.) 
Von 
Tadasu Saiki. 


‘Aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten zu Tokio. Direktor: Prof, Dr. S. Kitasato.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, Juli 1906.) 


Wenn man Rettig eine Zeitlang stehen lift — wie dies 
in Japan fiir kulinarische Zwecke geschieht — so gewinnt er 


mehr und mehr einen siiBen Geschmack. Das kommt wahr- 
scheinlich zustande teils durch die Eindickung des Saftes, teils 
aber auch durch fermentative Verzuckerung von Stirke. Von 
letzterem Vorgang kann man sich dureh folgenden Versuch 
iiberzeugen: Wenn man ein Stiickchen Stirkekleister, das mit 
Jodjodkali tiefblau gefarbt ist, mit der Schnittfliche des Rettigs 
in Bertihrung bringt, so sieht man zuerst, wie das Stiickchen 
sich auflést und die blaue Farbe desselben sich in die wein- 
rote verwandelt: es wird immer blasser, sechlieflich ganz farb- 
los. Besonders geht der Ubergang der Farben schnell von- 
statten, wenn man die Schnittfliche mit dem warmen Finger 
leicht streicht. Diese Tatsachen fihrten mich zu der Annahme, 
daly ein diastatiseh wirkendes Ferment im Kettig vorhanden 
sein miisse. Ich konnte das Vorhandensein von sehr kriiftig 
diastatisch wirkendem Ferment dann experimentell bestitigen, 
und zwar bestimmte ich die Wirksamkeit desselben quantitativ. 
Uber dieses Ferment berichtete ich im Februar 1905 in der 
Sitzung der Bakteriologischen Gesellschaft zu Tokio unter dem 
Namen «Raphanus-Diastase». Wahrscheinlich liegen bis jetzt 
keine Angaben iiber Diastase im Rettig vor. Die Zuckerriibe 
‘beta vulgaris), in welcher Brasse und Gonnermann eine 
Diastase nachwiesen, gehort bekanntlich im botanischen System 
zu einer anderen Ordnung wie der Rettig. Auch in Daucus 
carota und in Brassica carota konnte ich eine Diastase nach- 
weisen, welche aber weniger wirksam war als die des Rettigs. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 32 
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Hingegen fielen die Versuche zum Nachweise eines  proteo- 
lytischen, eines fettspaltenden und eines alkoholbildenden Fer- 
ments im Rettig negativ aus. 

Der zu den folgenden Versuchen benutzte Rettig ist eine 
Sorte, die unter dem Namen «Nerima-daikon» in Japan sel 
bekannt ist und allgemein kultiviert wird. 

Experimenteller Teil. 

Der Rettig wurde zermahlen, gerieben, und durch ein 
Koliertuch geprebt, der Prefsaft filtriert und dialysiert. Die 
Fliissigkeit zeigte von vornherein keine Trommersche Reaktion, 
keine Reaktion mit dem barfoedschen Reagens und keine 
Osazonbildung; wohl aber zeigte sie nach Zusatz einer kleinen 
Menge Stiirkekleister die Zuckerreaktion. Zuerst wurde der 
RettigpreBsaft mit frisch zubereitetem Kleister aus gereinigter 
Weizenstiirke versetzt und die Mischung wurde in den Brut- 
raum gebracht. Nach drei Stunden wurde die Mischung kurze 
Zeit aufgekocht und abfiltriert. Das Filtrat wurde zum Sirup 
eingeengt und mit heifem Alkohol extrahiert. Das alkoholische 
Extrakt wurde eingedampft und der Riickstand wieder mit heifem 
Alkohol extrahiert. Mit dem Riickstand wurde dieselbe Operation 
nochmals wiederholt und darauf wurde die eingeengte Fliissig- 
keit stehen gelassen. Dabei schieden sich schéne nadelf6rmige 
Krystalle aus. Sie wurden gesammelt, in reinem Methylalkoho! 
suspendiert, abgesaugt und mit einer geringen Menge reinen 
Methylalkohols gewaschen. Die Substanz wurde danach zuers| 
aus Athylalkohol und dann aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Kine wiisserige Losung, welche in 100 cem 5,79 g Substanz 
enthielt, drehte im 2-dm-Rohr bei 17° 15,25° nach rechts. 
nach einigen Stunden 15,88°. Hieraus berechnete man 


1497 ! ‘(y= ' 
mes a = +. 371°. 
L i ) 


Kine wiisserige LOsung von 1,41 g derselben Substanz in 
100 cem drehte im 2-dm-Rohr bei 18° 3,91° nach rechts. 


Demnach a| = + 138,6°. 
a8) 


Die Substanz wurde sodann mit Phenylhydrazin und Essig- 
siiure auf dem Wasserbad 1!/2 Stunde erwirmt. Beim Erkalten 
schieden sich gelbliche nadelférmige Krystalle aus. Zum Zwecke 
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Uber die enzymatische Wirkung des Rettigs. 


der Reinigung léste ich die Substanz in Pyridin, fallte mit 
Benzol und wiederholte diese Operation noch einmal. Das so 
gereinigte Priiparat schmolz bei 206°. 

Die Loésung der Osazonkrystalle in Pyridinalkohol drehte 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts. Durch diese 
Versuche wurde festgestellt, dai die eine der oben beschriebenen 
Kupferoxyd reduzierenden Substanzen Maltose war. Hiermit 
war die diastatische Wirkung des Rettigprefsaftes unzweifel- 
haft erwiesen. Zur quantitativen Bestimmung dieser Wirkung 
wurde der abfiltrierte Rettigprefsaft in drei gleiche Portionen 
(je DO ccm) geteilt. 

a) Der erste Teil wurde mit dem gleichen Volumen Wasser, 
hb) der zweite mit dem gleichen Volumen des 3°/oigen reinen 
Stiirkekleisters (die gereinigte Weizenstirke enthielt 80°%/o reine 
Stiirke), ¢) der dritte nach dem Aufkochen mit dem gleichen 
Volumen des 3°/oigen reinen Weizenstirkekleisters versetzt. Alle 
drei Proben (jede Probe 100 ccm) wurden 3 Stunden lang bei 
40° gehalten, dann aufgekocht, filtriert und eingedampft. 

Die siruposen Riicksténde wurden mit heibem Alkchol 
extrahiert, die alkoholischen Extrakte bei niederer Temperatur 
vom Alkohol befreit, die Riickstiinde mit Wasser aufgenommen 
und auf die urspriinglichen Volumen (100 ccm) aufgefiillt. 10 ecm 
von jeder Probe wurden abfiltriert und mit Wasser auf 50 ccm 
aufgefiillt. Bei der Titration fand ich, dab 10 ccm der Fehling- 
schen LoOsung bei a) 14,2 cem, b) 10,5 cem, c) 14,5 cem der 
betreffenden Probe-Fitissigkeit entsprachen. 

Wenn man also die reduzierenden Substanzen alle als 
Maltose berechnete, so bekam man bei a) und c) 2,6 g, bei b) 
dagegen 3,6 g Maltose, berechnet auf die urspriinglichen 100 cem 
der zum Versuch benutzten Fliissigkeit. Also mufte der durch 
Einwirkung des Fermentes auf die Stiirke entstandene Zucker 
1,0 g betragen. Das machte 83,3°/0 der zur Probe verwandten 
reinen Stiirke. Die Resultate anderer, zum gleichen Zwecke 
angestellter Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. Der RettigpreBsaft wurde diesmal in vier gleiche Por- 
tionen geteilt, die Fliissigkeit aufgekocht und ohne vorheriges 
Kindampfen mit Alkohol versetzt, dann wurden 10 ccm davon 
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direkt abpipettiert und mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Sonst 
verfuhr ich ganz gleich wie beim vorigen Versuche. 





Fliissigkeitsmenge, Maltose 
welche zur Reduk- in 100 cem 
tion von 10 ccm 


: Fliissig- 

Fehlingscher Pies 
Lisung keit 

erforderlich ist in g 





a) Prefisaft. unmittelbar nach der Berei- 
tung mit dem gleichen VolumenWasser 16.0 23 
versetzt und auf Zucker untersucht 


b) Prefisaft. ohne Stiirkezusatz, mit dem 


gleichen Volumen Wasser versetzt 15,7 2,4 
und bei 40° 3 Stunden lang gehalten 
c) Prefisaft mit dem gleichen Volumen 
3°/oigen reinen Stirkekleisters dige- 11,0 34 
riert 
d) Prefsaft, 10 Minuten im Wasserbad 1 22 
) aD ) 


sekocht, dann wie in Probe ¢ 


Unter der Annahme, dai die Reduktion durch Maltose 
bedingt ist, findet man durch Vergleichung von c) und d) die 
gebildete Zuckermenge (1,1 g) zu 91,6°/o der urspriinglich vor- 
handenen Stirke (1,2 ¢), wiihrend bei Vergleichung von c) und b) 
8$3.5°/o gefunden werden. 

So wurde der Beweis geliefert, dah eine ziemlich kraftig 
wirkende Diastase in Rettig vorhanden war. Mit Hilfe der ge- 
briiuchlichen Methode gelang es mir auch, sie darzustellen. Sie 
bildete ein gelblich-weibes, ziemlich hygroskopisches Pulver. 
Der geringe Gehalt an Eiweibsubstanzen in Rettig schien bei 
der Darstellung des Priiparates sehr giinstig zu sein. Ich hoffe 
spiiter meine Beobachtungen tiber die Diastase noch erweitern 
zu konnen. 

Zum SchluB sei noch bemerkt, dai der Rettigprefsaft 
weder fiir sich noch nach Zusatz von 0,2°/o HCl oder 0,05 °/o 
Soda imstande war, Rinderfibrin oder gekochtes EiereiweiS auf- 
zulosen. Auch fiel ein Versuch, den ich fiir den Nachweis 
einer erepsinihnlichen Wirkung mit Witteschem Pepton an- 
stellte, negativ aus. 












































Uber die Gleichgewichte zwischen EiweiBkérpern und Elektrolyten. 
I11. Mitteilung. 


Loslichkeit des Globulins in Magnesiumsulfatlosungen 
Hinflug der Temperatur. 


Von 


G. Galeotti. 


Mit einer Tafel und einer Abbildung im Text 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kgl. Universitat zu Neapel, geleitet von 
G. Galeotti.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1906.) 


Ks ist bekannt, daB die Globuline in destilliertem Wasser 
unlOslich sind, und daf sie anderseits durch Sattigung mit Mag- 
nesiumsulfat ausgefillt werden. Wird einer gewissen Menge 
destillierten Wassers, die einige Globulinflocken suspendiert 
enthilt, eine kleine Menge Magnesiumsulfat hinzugefiigt, so lost 
sich sofort und vollstaéndig das Globulin auf; dasselbe kann 
dann zum Teil wieder zur Fiillung gebracht werden, wenn man 
nachtriglich dureh reichlichen Wasserzusatz die Salzkonzen- 
tration sehr erniedrigt. Der durch Sittigung mit Magnesium- 
sulfat erhaltene Globulinniederschlag lst sich hingegen nach 
Wasserzusatz sofort wieder auf und fallt wieder aus durch er- 
neute Siittigung. Diese einfachen Beobachtungen beweisen zur 
Geniige die Reversibilitiét der Erscheinung, und man kann sich 
sehr leicht davon tiberzeugen, dab die Globulinmenge, die in 
Gegenwart von ungeléstem Globulin gelost bleibt, von der in 
der Lésung enthaltenen Elektrolytenmenge abhiangig ist. 

Durch die vorliegenden Untersuchungen beabsichtigte ich, 
unter Anwendung der gewOhnlichen graphischen Methode das 
Problem vom Gleichgewichte in den Systemen: Globulin, 
Wasser und Magnesiumsulfat zu losen. 

Es sei vorausgeschickt, daS, wie es fiir die Fallungen mit 
Amimon- und Natriumsulfat der Fall ist, die feste Phase blob 
vom Eiweifkorper gebildet ist. Fiir das Magnesiumsulfat gibt 
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G. Galeotti, 


es auferdem, bel einer gegebenen Temperatur nur eine Losung. 
die mit Globulinniederschlag und Magnesiumsulfatkrvstallen 
(Heptahydrat) im Gleichgewicht steht.!) Die in dem gewOhnlichen 
Dreieck dargestellte Isotherme geht vom Gipfel aus, der das 
Reinwasser darstellt, zum Pankte, der die Loslichkeit des (Hepta- 
hydrat)jsalzes darstellt. 

Im vorliegenden Fall wollte ich auBerdem untersuchen, 
wie sich die Loslichkeit des Globulins bei verschiedenen Tem- 
peraturen verhalt. Mit Bezug darauf muf ich noch einige Worte 
dariiber sagen, wie man in diesem Falle am besten das Gleich- 
gewicht in seiner gréBten Allgemeinheit graphisch darstellen kann. 

Zu diesem Zweck muf eine zu dem genannten Dreieck 
senkrecht stehende Achse betrachtet werden, und dann muf 
man auf dieser Achse die verschiedenen Temperaturen anbringen. 
So entsteht ein dreieckiges Prisma, innerhalb dessen eine oder 
mehrere Flachen konstruiert werden kénnen, die eben Gleich- 
gewichtsflachen darstellen. Jeder Punkt einer solchen Fliache 
reprisentiert eine Losung, die mit einer oder mehreren anderen 
Phasen, bei der Temperatur, die der durch denselben Punkt 
gehenden Ebene entspricht, im Gleichgewicht steht. Jede Fliiche 
zusammen mit den seitlichen Prismaebenen begrenzt einen Pris- 
mateil, dessen Punkte Systeme darstellen, die gleiche Eigen- 
schaften besitzen, d. h. sie bestehen aus einer einzigen Phase, 
oder streben, sich in eine oder mehrere Phasen von bestimmter 
Zusammensetzung zu zersetzen, je nach den Konjugationsgeraden, 
die man auf Grund geeigneter Analysen in den verschiedenen 
(zur Achse senkrecht verlaufenden) Ebenen des Prismas_ in 
bezug auf die verschiedenen experimentell gewonnenen I[so- 
thermen aufzeichnen kann. 

Praktisch k6nnen diese Gleichgewichtsflachen folgender- 
mafen erhalten werden. Man bestimmt verschiedene Isothermen 
bei verschiedenen Temperaturen und dann setzt man dieselben 
aufeinander, je nach dem Abstand, der den auf der Prisma- 
achse abgetragenen Temperaturen entspricht, hierauf vereinigt 
man diese Kurven miteinander zu Flachen in derselben Art, 

. Vergl. die friihere Mitteilung von Guerrini iiber die Fallung 
des Albumins durch Natriumsulfat (Diese Zeitschnft, Bd. XLVII, 8. 288). 
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wie man die fiir die Kurvenkonstruktion experimentell gewon- 
nenen Punkte mit Strichen zu vereinigen pflegt. 


Untersuchungsmethode. 


Das Serumglobulin wurde von mir in mdglichst reinem 
Zustand folgendermafen dargestellt. Das Ochsenblutserum wurde 
mit Magnesiumsulfat gesiittigt, der Niederschlag mit Wasser 
celjst und von neuem gefallt: diese Operation wurde noch ein 
drittes Mal wiederholt. Sodann wurde der in wenig Wasser 
aufgeldste Niederschlag fiir etwa zehn Tage zur Dialyse in flieben- 
des Wasser gebracht. Die zuriickgebliebene Fliissigkeit wurde 
mit dem zehnfachen Volumen Wasser verdiinnt. Das infolge 
dieser Verdiinnung ausgefiillte Globulin wurde auf dem Filter 
cesammelt, und bis zum Verschwinden der Sulfate ausgewaschen. 
Einige Thymolkrystalle dienten dazu, die Fiiulnis zu verhiiten. 
Immerhin ist es zu empfehlen, diese Manipulationen bei niedriger 
Umgebungstemperatur vorzunehmen. 

Der Globulinniederschlag wurde nicht ausgetrocknet, son- 
dern mittels einer geeigneten Kompression zwischen Blittern 
von Filtrierpapier vom wuberschiissigen Wasser befreit; dann 
wurde derselbe in kleinen Glasgefaiben mit geschliffenem Stopsel 
verteilt, in welche ich hierauf bestimmte Mengen von titrierten 
Magnesiumsulfatl6sungen gofh, indem ich dafiir sorgte, da in 
iedem GefaB die Globulinmenge so grof war, daf} immer ein 
Teil derselben ungeldst blieb. Die diese Mischungen enthaltenden 
GefaBe wurden dann wihrend etwa zwoOlf Stunden in einem 
auf konstanter Temperatur erhaltenen Wasserbade geschittelt. 
Nach dieser Zeit filtrierte ich die LOsungen, indem dabei die 
Filter auf der Temperatur des Bades gehalten wurden, wog und 
bestimmte das Volumen der filtrierten Losungen:; hierauf lief 
ich sie ausdunsten und bis zum konstanten Gewicht austrocknen. 
Den Trockenriickstand zog ich mit Wasser aus, das geronnene 
Globulin sammelte ich auf gewogenem Filter und wog es. In 
elnigen Fiillen (besonders bei den an Globulin und auch an 
Sulfat sehr reichen Losungen, bei denen die Gerinnung dieses 
tLiweibkorpers nie vollstandig ist) bestimmte ich ferner auch 
das in der Losung zuriickgebliebene Sulfat. Fiir viele Losungen 





































































476 G. Galeotti, 
wurden aber die Sulfatmengen einfach aus dem Gewichte des 
Trockenriickstandes und demjenigen des Globulins als Differenz 
ermittelt. Wenn es sich schlieBlich um sehr verdiinnte Losungen 
handelte, so glaubte ich am besten die Sulfatmenge aus dem 
Titer der zur Mischung ‘angewendeten LOsung und aus dem 
Volumen der auszutrocknenden Fliissigkeit berechnen zu kOnnen 
In diesem Fall ergab sich die Globulinmenge aus dem Unter- 
schied zwischen dem Gewicht des Trockenriickstandes und der 
berechneten Sulfatmenge. 

In dieser Mitteilung veréffentliche ich drei Isothermen zu 
den Temperaturen von 10°, 25° und 40° C. und ich behalte mir 
vor, die Gleichgewichtsbedingungen in den wtbrigen Prisma- 
gebieten spéiter zu untersuchen, die einerseits die Gefrierpunkte 
der Globulin- und Sulfatlbsungen und andererseits die Ge- 
rinnungspunkte dieser EKiwei®korper umfassen, und ebenfalls die 
singuléren Punkte festzustellen, die mit anderen Magnesium- 
sulfathvdraten im Gleichgewicht stehenden Losungen entsprechen. 
Auf diese Weise hoffe ich, die Gleichgewichtsflachen diese: 
Systeme in ihrer vollstiindigen Ausdehnung konstruieren zu konnen 


lsotherme bei 102°, 











Ergebnisse der Analyse Prozentische Zusammen- 
Lisungen In Grammen setzung der Lésungen 

HO Globulin MgSO, H,O Globulin MgsO, 

a 8.1491 0.0061 0.0048 QY 87 ).07 0.06 
b 12.2633 0.0156 0.0111 99,79 0.12 0.09 
c 11.4280 0.0249 0.0171 99 4 0.21 0.13 
d 9 5395 0.0327 O.OL78 GY 48 0.34 0.18 
e 12.5978 0.0553 0.0269 99 35 O44 0.21 
f 6.3323 0.1056 0.0421 97.72 1.63 0.65 
g 8.2940 02142 0.1118 96,22 2.48 1.29 
h 10,3994 0.3685 0.2321 4. D4 3.35 2.11 
9 5186 0.3965 0.4349 91,97 4.20 3,83 
k 7.3109 0.3541 03461 91.26 4.42 4,32 
| 7.7160 0.2395 1.2556 83.76 2 60 13.63 
m 9.7729 0.0465 2 D881 78,77 0,37 20.86 
0.0163 2 1304 75.64 O18 24,18 




















Isotherme bei 25°. 
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Ergebnisse der Analyse 


in Grammen 


Prozentische Zusammen- 
setzung der Lésungen 

















Losungen 
H,O Globulin MgSO, HO Globulin MgSO, 
a’ 10,0260 0.0070 0.0061 QYy S7 0.07 0.06 
b’ 13.455 0.0364 0.0189 99 DY Q),27 O14 
c! YQ 4892 0.0583 0.0204 99,18 O61 0.21 
dl’ & 2818 0.0991 0.0356 98 40) 1.17 0.42 
e’ 5.6815 0.1287 0.0372 97.16 2 20 0.63 
f’ 7.0246 0.3306 0.1045 94.16 £43 14 
g' 6.9838 0.4221 0.1735 92.14 5.56 2,28 
h/ 6.4829 0.4066 0.1817 91.67 9,79 2.57 
1‘ 6.4493 0.4322 0.2385 90.58 6.07 3,35 
k/ Q 1792 0.6329 1.0935 84.17 5.80 10.03 
|/ 9 6694 0.4876 1.9350 9 96 £03 16.00 
m 10,0390 Q,1227 2. .7d04 71,10 0.95 21.50 
n/ 10.5270 0.0042 3.D989 74,50 0.03 25,47 
Isotherme bei 40°. 
Ergebnisse der Analyse Prozentische Zusammen- 
Lisungen in Grammen setzung der Losungen 

HO Globulin Mgs0, HO Globulin MgsSo, 

a” 10,6436 0.0454 0). 0068 99 51 0,42 0.06 
by” 12.4090 0.1838 0.0188 98 39 146 O14 
e” 12,2050 0.2018 0.0270 98 16 1,42 0.21 
d“ 9 $192 0.1805 0.0301 97 90 1.80 O30 
e”’ 11,2196 0.6434 0.0728 94.00 5.39 O61 
f“/ Q 2004 O.R520 0.1966 89.77 8.31 1.92 
gf 9.1710 O.8781 0.2799 88,78 850 2.43 
yy 8.6491 0.8683 0.5439 85,97 8.63 40 
“a 1,b73e 0.6045 0.7615 84.72 6.76 81 
k’/ 12.6563 0.4626 2.2647 $2.27 5,00 14,72 
~ 8.3536 0.1167 1.7784 81.51 1.13 17.55 
mm‘ 7.9756 0.1125 1.6919 81.54 1,15 17.30 
nn 8.9355 0.1132 2 0502 BODO 1.02 18.47 
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Mit den in diesen Tabellen angegeben Daten habe ich die 
drei in Figur 1 abgebildeten Isothermen konstruiert. 

Aus denselben geht hervor, da® fiir alle drei von mir unter- 
suchten Temperaturen die Globulinkonzentration in Lésungen, 
die sich mit gefalltem Globulin im Gleichgewicht befinden, zuerst 
regelmiabig und stetig mit der Konzentration von Magnesium- 
sulfat zunimmt, ein Maximum erreicht, das im Falle der Isothermen 
zu 40° C. besonders hervortritt, und dann ebenfalls kontinuier- 
lich abnimmt, bis sie in gesattigten MagnesiumsulfatlOsungen 
beinahe gleich Null wird. Mit anderen Worten: dieses Salz 
wirkt dahin, dali es das Globulin gelost erhilt, solange es inner- 
halb einer gewissen Konzentration steht, hingegen féllt, wenn 
seine Konzentration zunimmt, das Globulin allméhlich aus. 

Vergleicht man die drei Isothermen miteinander, so erkennt 
man folgendes: 

1. Bei niedrigen MgSO,-Konzentrationen nimmt die Loslich- 
keit des Globulins mit der Temperatur zu; diese Zunahme findet 
in allen drei Fillen gleichmibig statt, denn die drei Kurven 
zeigen bis zu den Punkten [‘, i‘, h einen gleichen Verlauf und 
sie weisen ferner von einander immer einen gleichen Abstand auf. 

2. In den Punkten f, 1‘, h zeigen sie ein Maximum, 
welches einem Maximum der Globulinloslichkeit entspricht, welches 
fiir die folgenden MgSO,-Losungen zu den folgenden Temperaturen 
statthat: 

Temperatur 10° Temperatur 25° Temperatur 40° 
MeS¢ ), 4.5 %/o 3.0 °!o 2,1 °/o 

3. Die Abnahme der Léslichkeit des Globulins infolge von 
Zunahnre der Salzkonzentration findet rascher fiir die Isotherme 
zu 40°, minder rasch fiir die zu 10° und noch langsamer fiir 
die Isotherme zu 25° statt. 

t. In allen drei Kurven gibt es einen Punkt |’, m‘, m, nach 
dem die Globulinléslichkeit noch rascher als zuvor abnimmt, 
in dem MaSe, wie man sich der MgSO,-Sattigung nihert. Ich 
kann aber nicht entscheiden, ob diese Punkte wirklich als 
singuliirer Punkt der Isothermen betrachtet werden muh, weil 
ich keine Analysen von Lésungen ausgeftihrt habe, die sich 
sehr nahe an diesen Punkten befanden. Immerhin konnte ich 
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fiir die Isotherme zu 40° eine solehe Annahme machen, well 
die beiden durch die Analyse festgestellten Punkte sehr nahe 
dem Punkte I‘ legen und weil derselbe Punkt I“ sich aus zwel 
Bestimmungen (Losung |, m‘“ der Tabelle) ergab. 

Diese Punkte I‘, m/, m_ befinden sich in’ verschiedener 
Hohe des Feldes vom Dreieck, und zwar |“ ganz oben, m unter- 
halb desselben und m‘ ganz unten, was besagt, dab die Lis- 
lichkeit des Globulins, wenn man sich der Siittigung niihert, 
eine plétzliche Anderung erfiihrt, und sie variiert eben bei einer 
niedrigeren MgSQO,-Konzentration, wenn die Temperatur 40° C, 
betragt, bei einer mittleren MgSO,-Konzentration, wenn die Tem- 
peratur 10° C. ist, bei einer hoheren MgSO,-Konzentration, 
wenn die Temperatur 25° C. ist. Anders ausgedriickt, finden 
diese plotzlichen Variationen in der Globulinléslichkeit zu den 
folgenden Temperaturen fiir die folgenden prozentigen MgSO,- 
Konzentration statt: 

Temperatur 10° Temperatur 25° Temperatur 40° 


MgSO, —20,9%o 21.5% 17,5 %o 


Konstruiert man mit diesen drei Isothermen innerhalb des 
Temperaturenprismas die Fliche, die ich anfangs erwiihnt habe, 
so erhalt man ein solches Bild, wie ich es schematisch in der 
Figur 2 dargestellt habe. 

Dieselbe geht von der Ebene T—10° aus, erweitert sich 
zuerst gleichmébig und dann, wahrend sie sich gegen den 
Winkel H,O zu weiter erweitert, wendet sie in ihrem Teil gegen 
die Achse Gl, MgSO, zu m, indem sie sich der Ebene H,0, 
MgSO,, T niihert. Diese Wendung ist der Ort der Punkte 1", 
m‘, m, die in der Figur 1 angegeben wurden, aus deren Niveau 
die Léslichkeit des Globulins eine plotzliche Anderune erfiihrt. 

Diese Fliche lést graphisch das Problem des Gleich- 
gewichts fiir jedes System von Globulin, Wasser und MgSO, 
und fiir jede Temperatur zwischen 10°—40° C.; denn bei jedem 
gegebenen System, welches von einem Punkt innerhalb des 
Vrismas dargestellt wird, kann man sofort sagen, ob dasselbe 
eine einfache Lésung bleiben wird, oder ob es einen Globulin- 
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niederschlag geben wiirde: ferner wird man die Zusammen- 
setzung der mit dem Niederschlag im Gleichgewicht gebliebenen 
Losung zu der Temperatur 
kennen, die der Ebene ent- 
spricht, zu der der das ge- 
gebene System darstellende 
Punkt gehort. 





Schliisse. 


1. Das Serumglobulin list 
sich in verdiinnten Magne- 
siumsulfatlOsungen in immer 
grOferen Proportionen, — je 
hoher die Salzkonzentration 











/_ ist. 


2.Wenndie MgSO,-Lésung 
der Siattigung nahe ist, dann 
fiillt das Globulin aus, und diese Fallung hiingt von der Salz- 
konzentration ab. Man darf daher nicht von fraktionierten 
Globulinfiillungen sprechen, im Sinne, dai man dadurch ver- 
schiedene Globulinarten isolieren kann. 

3. Die Temperatur iibt einen Einflu8 auf die Loslichkeit 
des Globulins aus, indem sie dieselbe erhdht, solange die MgSO,- 
Losungen verdiinnt sind, und sie verringert, wenn die Losungen 
konzentrierter sind. 





Figur $ 
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Uber die Gleichgewichte zwischen Eiwei®kérpern und Elektrolyten. 
IV. Mitteilung. 
Ionenkonzentration und Ionengiftigkeit 
in Systemen von Hiweifikorpern, Metallsalzen und Wasser. 
Von 


S. La Franca. 
Mit zwei Abbildungen im Text, 


{us dem Institut fiir allgemeine Pathologie der K. Universitat zu Neapel, gelecitet von 
G. Galeotti.) 


Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1906.) 


In einer vorangehenden Mitteilung suchte Galeotti die 
Konzentrationsverinderungen der Metallionen in eiweibhaltigen 
Fliissigkeiten festzustellen und er erwihnte damals die Wichtig- 
leit dieses ‘Gegenstandes hinsiehtlich der toxisch-desinfizieren- 
den Eigenschaften von einigen Metallsalzen, wenn sie mit Eiweil- 
korpern in Berithrung kommen, da diese Eigenschaften sehr wahr- 
scheinlich yon der genannten lonenkonzentration abhingig sind. 

In dieser Hinsicht miissen zuniichst die Untersuchungen 
von Paul und Kronig erwihnt werden, die das toxische Ver- 
mogen der Halogen-, Cyan- und Thiocyanverbindungen von Hg 
und der Sauren zu verschiedenen Konzentrationen studiert haben, 
sowie diejenigen von Maillard tiber die Wirkung des CuSO, 
auf das Penicillum glaucum. Sabbatani hat neuerdings die 
Untersuchungen tiber das toxische Vermégen von einigen Metall- 
salzen (Silber, Kupfer, Quecksilber) auf die hOheren Wirbeltiere 
ausgedehnt: er sah dabei, dal dieses toxische Vermodgen in 
enger Beziehung zu deren elektrolytischer Dissoziation steht, 
und dafi das Natriumthiosulfat deren toxisches Vermogen aut- 
hebt, da dasselbe wenig dissoziierbare Doppelsalze_bildet. 

Ich habe das Verhalten der toxischen und desinfizierenden 
Wirkung in bezug auf Veriinderungen der Konzentrationen der 
Metallionen untersucht, durch Anwendung von Kupfer-, Queck- 
silber- und Silbersalzen in eiweif- und globulinhaltigen LOsungen. 
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Die Methode, die ich zur Bestimmung der Konzentration de; 





























Metallionen angewendet habe, ist dieselbe, die Galeotti in seiney 
erwihnten Untersuchungen angewendet hat, d. h. ich maB mittel: 
der Poggendorf-Ostwaldschen Methode eine Konzentrations- 
kette, die einerseits aus der Versuchslisung und anderseits ay 
einer titrierten L6sung desselben Salzes bestand. 

Bekanntlich erhilt man die gesuchte Konzentration G durch 
die Kormel: 

En 


log C, log C, — = 
O.0979 


‘ 


wo GC. die gesuchte Konzentration, C, die lonenkonzentratio) 
in der titrierten Losung, E die gemessene E. K. und n die Valeny 
des Kations des untersuchten Salzes darstellt. 


Das toxische Vermodgen der verschiedenen Mischunger 
wurde an Paramiicien und Typhusbacillen untersucht. 

Im ersteren Fall bestand der Versuch darin, daB man aut 
einen Objekttrager einen Tropfen der Mischung und bald danaci, 
einen kleinen Teil des Hiiutchens darin brachte, das sich im 
Gefab, wo sich die Paramiicien entwickelten, bildet. Wiahrend 
der ganzen Versuchsdauer wurde der Objekttriiger in einer feuchte 
Kammer gehalten, um Wasserausdunstung und infolgedessen 
die Konzentrationszunahme der untersuchten Mischung zu yer- 
meiden. Das Ende des Versuchs wurde durch vollkommenen 
Stillstand der Bewegungen an allen Protozoen der verschiedenen 
Gesichtsfelder angezeigt. 

In der zweiten Reihe dieser Untersuchungen verfuhr mai 
in der Weise, dafB man eine Schleife einer Bouillonkultur von 
Typhusbacillen mit zehn Tropfen der Mischung in einem Uhr- 
gliischen mischte, und dann eine Schleife dieser Mischung in 
den hiingenden Tropfen, der ebenfalls aus derselben Mischung 
bestand, brachte. 

Nacheinander wird der Zeitpunkt des Verschwindens de! 
Gesamtbewegungen, und derjenige des Verschwindens der be- 
sonderen Pendelbewegungen, die die Bacillen zeigen, wenn thre 
Lebenstiitigkeit vermindert ist, angegeben. Ich muf aber hinzu- 
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setzen, dah diese letzte Erscheinung nicht immer einwandsfrei 
nachweisbar ist, dennsie kann mit den Brownschen Bewegungen 
verwechselt werden. 
Versuch I. 
Kieralbumin, CuSO,, Wasser. 

Ich bereitete eine Kieralbuminlosung, die nach der Analyse 
0.5228 g in 10 ccm enthielt. 

Zu dieser LOsung setzte ich eine kleine Menge einer ®/5» 
CuSO,-Losung hinzu zu den in der folgenden Tabelie (1. Spalte) 
angegebenen Verhiltnissen. Dann fertigte ich die Konzentrations- 
ketten mit Cu-Elektroden an, die mit diesem Metall elektrolytisch 
Die 

Die Reehnung der Konzentration der Cu- 


iiberzogen waren. eine Elektrode wurde in dezinormale 


Losung eingetaucht. 


2 
lonen aus der E.K. wurde in der Weise ausgefiihrt, daf} man 
den Dissoziationsgrad bei dezinormalen CuSO,-Lésung, welcher 
nach der Tabelle von Kohlrauseh gleich O.378 ist. beriick- 
sichtigte. 

Ich halte es fiir hinreichend, den Logarithmus der Kon- 
zentrationen der Cu-lonen (Ceytt) anzugeben. 


Tabelle I, 
































Menge der Zeit, ios 
a Prozent- 7; K Zeit. nach der an 
n/50-Cusd,- KK. nach va 
Lisung, zusammen- der der die} [Typhusbacillen 
die L0cem setzung Kon- Bewe- 
rr Kier- we Tite . cunve lie lie 
den | Ie | de} Losung zen- logC,, oi + 1! - nh ile cile 
albumin- > cu der Gesamt-| Pendel- 
lbsung rn tra- Para- | bewe- | bewe- 
zugesetzl a tions- miicien}| gungen gungen 
wurde | H,0 \albu-, CuSO, ee ant- ant- aut. 
ecm min horten | hérten | horten 
l 95490 4.53 001 0.2633 0.11657 "3 3St.54 | 50Min. | 1St. 24 
12 195.52 445 0.02 |0,2510])054557—"] 2 » 50] 40 1 >» 20 
bal - . ) ‘ , ‘ ( sé " ~- 
14 195.59 438 0.02 1023411013407 '7 1 > 53)298 » | 0. 55 
16 © |95,66 4,31 0,03 JO2146)08121-") 1 > 13]15 > 0 » 3 
1.8 95.73, 4.24 0.03 [019521048707 “10 >» 48] 8 >»  » 2 
2 95,70, 4,17 0,03 |0,1855]0,82457~ “10 >» 35] 3 QO» 5 
2.5 95.95 401 O04 [O1806) 0.9946 ye DH 
96.09 3.86 0.1699] 0.36707 ° 
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Aus dieser Tabelle ergibt sich folgendes: 

1. Das Cu-Sulfat erweist sich als sehr giftig fiir die Para- 
miicien, denn es geniigt eine Losung, die die Cu-lonen in der 
Proportion von etwa },,s enthalt, um sie zu toten. Die Typhus- 
bacillen sind noch empfindlicher, denn ihre Bewegungen horen 
auf in einer Loésung, die dieses Metallion in eine Menge von 
109 enthalt. 

2. Die Zeit, wahrend welcher diese beweglichen Zellen in 
Kupferldsungen am Leben bleiben, nimmt alimahlich und stetig 
zu, mit der Abnahme der Konzentrationen der Cu-lonen. 

Versuch If. 
Serumglobulin, HgNO,, Wasser. 

Zur Darstellung des Globulins habe ich mich folgender 
Methode bedient: 

Das Blutserum wird mit Magnesiumsulfat gesittigt: nach 
Filtration wird der auf dem Filter gesammelte Riickstand einige 
Tage lang dialvsiert, nachdem man demselben etwas Thymo! 
hinzugefiigt hatte. Hierauf wird das Globulin geféllt; indem 
man die dialysierte Misehung mit destilliertem Wasser (in dem 
Verhiltnis von 10 Wasservolumen zu t Mischungsvolumen) 
versetzt: der flockige Niederschlag wird auf dem Filter gesammelt, 
wiederholt gewaschen und dann in. einer Natriumnitratl6sung 
wieder aufgelost. 

Die Versuche wurden lediglich an Typhusbacillen ange- 
gestellt, weil sich die Paramiicien als allzu  empfindlich ftir 
das bei der Globulindarstellung angewendete Thymol erwiesen 
haben. 

Ich habe eine Globulinlésung angewendet, die 0,2272 ¢ 
von dieser Eiweibsubstanz in 10 ccm enthielt. Zu derselben 
fiigte ich verschiedene Mengen einer 0,0621-normalen Losung von 
Mercuronitrat hinzu, wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht. 

Die Konzentrationsketten wurden mit reinstem Quecksilber 
hergestellt, in das durch Glasréhren geschiitzte Platinelektroden 
tauchten. 

Die Vergleichlésung war dieselbe, welche man fir die 


Mischung anwendete, namlich 0,0621. 
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Die Konzentration der Mercuroionen wurde unter | 


riicksichtigung des Dissoziationsgrades, welcher auf Grund ge- 


e- 


eigneter Bestimmungen des Leitvermégens sich als 0,7312 er- 

gab, berechnet. 
Auch in dieser 

zentrationen der Mercuroionen (Cyg+) angegeben. 


Tabelle If. 


Tabelle wird der Logarithmus der Kon- 























; mire de Zeit, nach der al 
Menge der Prozent- E. K mn ' i 
n/19-HgNO,- se She lyphusbacillen 
satires : : zZUSammen- 
Losung, die der lie 
10 cem der setzung K = " aie . ( : , 
e _ fs ’ ir 4 S< - o> Lhe 
Globulin- der Lisung Konzen- [10g Gy, +] “esamt wma 
- bewe- bewe- 
losung zuge- trations- 
ik ' gungen gungen 
setzt wurde Glo- . 
H.( - Heno.|  kette auf- auf- 
ccm *™ | bulin . hérten | hdrten 
O.4 97.80) 2.13 0,06 0.3244 0.015 ~~‘ ist. od | 281 30 
0.6 97.81 2.09 0.09 0.2972 10.489 —-' 10> 388 0» 52 
0.8 97.83 2.05 O11 0.2917 1 0.584—7'] 0 > 85.) O » 50 
I 97,84 2.02 0,14 (0.2810 1 0.770771 0 » 22) 0» 35 
1.2 97.85 1.98 016 | 0.2722 | 0.924710 > 15 | 0 » 20 
1.4 97.85 1.95 0.19 0.2650 1 0.0497-510> 10) 0. 18 
1.6 97.86) 1,91) 022 | 0.2575 | 01797-°10> 10, 0» 15 
1.8 97,87 1,88 0,24 | 0,2322 [0619-9] 0> 5 0» 10 
2 97.88 1.85) 0.26 0.2229 10.781 "10> 3/10. 6 
Aus dieser Tabelle geht hervor, dafi auch die Mercuro- 


ionen fiir die Typhusbacillen sehr giftig sind, obwohl in ge- 
ringerem MaBe, als die Cu-lonen. Diese Bacillen fahren in der 
Tat fort, fiir einige Minuten noch sich zu bewegen, in Losungen, 
deren Ionenkonzentration ungefihr gleich } ,,7 ist. 

Aus der Figur 1 ergibt sich ferner, dafi die Kurve der 
Giftigkeit der Losungen (die aus den reziproken Werten der 
Zeit ermessen werden kann, wihrend welcher die Zellen am 
Leben bleiben) zwei verschiedene Arten des Verlaufes zeigt, 
woraus folgert, daB, wiéhrend die Konzentration der Mercuro- 
lonen zwischen 1|,,5 und !\,.6 schwankt, die Giftigkeit der LOsung 


immer sehr grof ist: sie nimmt hingegen rascher ab, wenn 
dieselbe Konzentration unterhalb von !,,6 vermindert wird. 
de) 
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Figur 1. 


Versuch III und IV. 
Kieralbumin, AgNO,, Wasser. 


Zu diesen Versuchen habe ich eine durch Dialyse  ge- 
reinigte Losung von EKieralbumin angewendet, die 0,2020 2 Eiweili- 
substanz in 10 ecm enthielt. Zu derselben ftigte ich verschiedene 
Mengen einer AgNO,-LoOsung hinzu, wie sich aus den folgenden 
Tabellen ergibt: in der ersten Tabelle wurden die Versuchs- 
ergebnisse zusammengestellt, die man mit einer Mischung er- 
zielte, deren Konzentration der AgNO,-Losung dezinormal (". 10 
war, in der zweiten wurden die Versuchsergebnisse zusammen- 
getragen, die man mit einer Mischung von einer hunderstel- 
normal ("/100) LOsung erzielte, d. h. mit einer Reihe von Losungen 
zwischen Nr. 1 und 2 der ersten Tabelle. Dies stellte sich als 
notwendig heraus wegen des grofen Unterschiedes im Giftigkeits- 
grad zwischen der Mischung mit 0,1 cem (einer ®/10-Lésung 
und jener mit 0,2 cem derselben Losung. Der Versuch wurde 
nicht bis zu Ende verfolgt, als man sah, dafi die Paramiicien 
nach 8 Stunden, beazw. die Typhusbacillen nach 2 Stunden noch 
sehr lebhafte Bewegungen zeigten. 

Die Konzentrationsketten wurden mit Ag-Elektroden, von 
demselben Metall elektrolytisch tiberzogen, hergestellt. Die eine 
Klektrode tauchte in dezinormale AgNO,-Losung. Die Rechnung 
der Konzentration der Ag-lonen aus der E. K. geschah unter Be- 
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riicksichtigung des betreffenden Dissoziationsgrades, der nach den 
Tabellen von Kohlrausch gleich 0,813 ist. 
Wie gewohnlich, gebe ich bloB den Logarithmus der Kon- 
zentration der Ag-Ionen (Ca +) an. 
Tabelle III. 



































Menge der 7 : Zeit, . 
Miv-ANOg Prozent- K. K. hee Zeit, na h di ran 
Lisung. zusammen- der der die] Typhusbacillen 
die 5 ccm setzung Kon- Bewe- 
der Eler- der Lésung gungen| die die 
4U: zen- jlog C ait Yoxs . 
albumin- ' log Cagt der |Gesamt- Pendel- 
losung oom tra- Para- | bewe-  bewe- 
zugesetzt : tions- miicien| gungen gungen 
; O albu- AgNO ene” weal 
wurde | H,¢ AENUs! Lotte auf- auf- auf- 
ccm min hérten | hérten — hérten 
04 96.16 3.80 0,03 104161] 0.66967? | 3St. 2 St. — 
0,2 96.20 3,73. 0,06 10,3527] 0.7761—° | 0 » 27] 0 » 40. 55 Min. 
0.3 96.25 3.66 0.08 [0.3450] 0.91017 ° | 0 1270 > 38) dO » 
0.4 96.30. 3.60. 0.10 |0,3358]0,06917 | 0 > 1010» 35 40 » 
0.5 [96,82 3.54 014 1032991017217-7]0 » 710 > 28. 38 >» 
0.6 196.35 3.47. 017 103239]0,27617-']0 >» 610 >» 20. 30 
0.7 96,38 3.42) 0.20 10,3203]0.33917/]70> 610. 15. 25 
OS 96.42 3.36 0,22 10,3122 0.480177‘ O» DHTO» 12 2O » 
09 96,45 3,30 0.25 |0,3029}0,6421-']0 » 5]0 > 10 15 » 
Tabelle IV. 
Menge der ’ Zeit , a. 
= 5g ‘OZEe yy ‘d : ’ yA ; ac { lr ¢ 
n/so0-AgND Prozent E. K. aaa Zeit, n uch eran 
Lésung, zusammen- der der die| Typhusbacillen 
die 5 ecm setzung Kon- Bewe- 
der Eier- ler Los : , gungen die die 
der Loésungen zens Hog ( gung 
zen- jlog C ; 
album- a > “Agt der {Gesamt- Pendel- 
l6sung is tra- Para- | bewe- | bewe- 
zugesetzi ; _ | tions- miicien| gungen gungen 
wurde | H,0 albu- AgNO, kette auf- auf- auf- 
ecm min hérten | hérten  hodrten 
1 96,78 3.19 0,03 |0,4050] 0,8666—” | 3 St. 2St. - 
1.3  |96,.92 3,04) 0.04 |0,3914]010327° ] 3 > — ~ 
1.6 97.05 2.90 0,05 10,3730] 0.42317° | 3 >» - 
19 97,18 2.76 0,06 |0,3551]0.87517-° | 0 » 30]0 » 42° 1St. 
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Diese zwei Versuche mit Lésungen, die AgNO, enthielten, 
an Paramiicien angestellt, sind in einem einzigen Diagramm 
(Fig. 2) zusammengefabt: aus diesem ergibt sich, dab es in der 
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Schliisse. 


Aus den oben angegebenen Untersuchungen von Galeotti 
und aus den vorliegenden ergibt sich, dab die Eiweibkorper 
die elektrolytische Dissoziation von verschiedenen Metallsalzen 
(CuSO,, HgNO,, AgNO.) sehr einschriinken, so dai in den 
diese Substanzen enthaltenden Lésungen die Konzentration der 
Metallionen auberordentlich gering ist. 

Der Parallelismus zwischen der Giftigkeit dieser LOsungen 
und der Konzentration der in ihnen enthaltenen Metallionen, 
lift vermuten, dafs die vorhandenen Metalle nur dann ihre 
toxische Wirkung entfalten, wenn sie sich im Jonenzustand 
befinden. 


































Uber den Abbau von Eiwei8. 


Von 
M. Dennstedt und F. HaBler. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Staatslaboratorium in Hamburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1906.) 


Unter dem gleichen Titel ist bereits im Jahre 1901 auf 
der Naturforscherversammlung in Hamburg berichtet worden!) 
und zwar iiber den Abbau von Weizenfibrin und Zein durch 
Kochen mit verdiinnter Barytl6sung und mit Wasser unter Druck. 

Wir hatten damals als leitenden Gedanken festgelegt, dab 
eine Aufklirung tiber den Abbau des Eiweifes zu Albumosen 
und Peptonen oder allgemeiner zu Proteosen und damit Riick- 
schluB auf die Konstitution des Eiweifbes bei der offenbaren 
Kompliziertheit des Vorgangs nur dann zu erhoffen sei, wenn 
man nicht, wie meist iiblich gewesen, von den kiiuflichen Pep- 
tonen, sondern von einem reinen Ejiweilstoff ausgeht. Zu 
unserer Genugtuung ist spiiter auch Pick?) zu derselben Uber- 
zeugung gelangt, wenn wir uns ihm darin auch nicht anzu- 
schheBen vermogen, dafi man von krystallisierten Eiweifstoffen 
ausgehen miisse, da nach unserer Meinung die angebliche 
Krystallisation des EiweiBes durchaus keine Gewahr fir seine 
Reinheit gibt. Ein beliebiges als rein d. h. als chemische Ver- 
bindung erkanntes Eiweif sollte dann den verschiedenen Ver- 
fahren des schrittweisen Abbaus, naémlich Verdauung, Faulnis 
mit Reinkulturen, Einwirkung von Siiure, von Alkali und Wasser 
unter Druck, der Reihe nach unterworfen und die erhaltenen 
Proteosen rein dargestellt und endlich die reinen Produkte 
unter einander verglichen und schlieblich einzeln bis zu den 
letzten Produkten aufgespalten werden. Wir hatten ferner die 


'! M. Dennstedt, Chem. Ztg., 1901, S. 814 u. 832. 


2) E. P. Pick, Beitriige zur chem. Physiologie, 1902, S. 481 
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Uberzeugung ausgesprochen, dab dieses Ziel entgegen den jetzt 
fast allgemein herrschenden Ansichten der physiologischen 
Chemiker nur mit Hilfe der Elementaranalyse zu erreichen sei, 
denn nur durch sie ist die Reinheit des Ausgangmaterials und 
der erhaltenen Produkte zu konstatieren. 

Wir waren damals, indem wir Weizenfibrin und Zein in 
diesem Sinne verschiedenen abbauenden Verfahren unterwarfen, 
kurz gefabt zu folgendem Ergebnis gekommen: Alle Proteosen, 
gleichgiltig durch welchen Vorgang sie entstehen, sind aus- 
gesprochene Sauren. Die Bildung der Proteosen aus den Pro- 
teinen ist keine einfache hydrolytische Spaltung, sondern ein 
chemischer Vorgang, bei dem stets Stickstoff als Ammoniak, 
meist auch Schwefel als Schwefelwasserstoff abgespalten wird, 
gleichzeitig kann daneben auch Wasseraufnahme, unter U:mn- 
stiinden auch Oxydation erfolgen. 

Diese Siitze stehen zwar einigermafen im Widerspruch 
mit den tiblichen Anschauungen, sie sind deshalb aber nicht 





weniger richtig. 

So werden im allgemeinen die Albumosen und Peptone 
fiir Zwitter angesehen, die sowohl mit Basen wie mit Saéuren 
Salze bilden, deren basischer Charakter aber vorherrsche. Nur 
Siegfried!) hat aber erst nach uns 1903 und nur fiir die von 
ihm hergestellten reinen Peptone klar und deutlich ausgesprochen, 
daB sie siimtlich ausgesprochene Saéuren seien. 

DaB man den Siiurecharakter so oft und so lange tiber- 
sehen hat, beruht darauf, daB viele gegen Lackmus nicht sauer 
reagieren, sie sind jedoch, wie z. B. das kaufliche Wittepepton 
so starke Saéuren, dal} sie aus Baryumcarbonat beim Erwarmen 
Kohlensiaure abspalten. 

Oft wird der Siiurecharakter dadurch verdeckt, dai sich 
nicht die freien Proteosen, sondern deren Ammoniaksalze bilden, 
so z. B. bei der Einwirkung von Wasser unter Druck, auch 
bei der Verdauung. 

Die Beobachtung, dab bei der Pepsinverdauung nach einiger 
Zeit die freie Salzsiure verschwindet, was von Paal*) und 

“s Diese Zeitschrift, 1903, S. 259. 


2) Berichte, Bd. XXV, 8. 1202. 
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Cohnheim?) dadurch erklart wird, dai sich die gebildeten 
Peptone mit der Siure verbunden haben, wird ungezwungen 
<0 erklart, daB das abgespaltene Ammoniak die Salzsiiure neu- 
tralisiert. 

Immerhin soll nicht bestritten werden, dali Eiweibstoffe 
und somit auch Albumosen und Peptone Sauren festhalten konnen, 
wohl aber fehlt noch der Beweis, dab es sich hier um wohl 
definierte chemische salzartige Verbindungen von konstanter 
Zusammensetzung handelt. 

Da es zuniichst geniigte, das aufgestellte Programm mit 
einem einzigen Protein durchzufiihren, so beschriinkten wir jetzt 
unsere Versuche auf das Maisfibrin oder Zein, das in Alkohol 
ljslich ist und daher bei seinem Abbau ebenfalls in Alkohol 
losliche Proteosen liefert, was deren Trennung und Reindar- 
stellung erleichtern mub. 

Das Zein ist bekanntlich zuerst von Ritthausen, wie er 
glaubte, in reinem Zustande dargestellt worden. Er gibt folgende 
Zusammensetzung fur aschefreie, bei 1830—140° getrocknete 
Substanz an: 

H = 7,45, C = 54,66, N = 13,00, 5 = 0,69°o. 

Der Mais ist jedoch sehr fettreich, dieses Fett wird vom 
Zein mit auberordentlicher Hartnickigkeit festgehalten und labt 
sich durch einfaches Ausaéthern nicht vollstandig entfernen, man 
muB vielmehr so oft in Alkohol aufl6sen und durch Wasser 
fiillen, trocknen und ausathern, bis das so erhaltene, getrocknete 
und fein gepulverte Produkt auch nach Stunden keine Spur 
von Fett mehr an Ather abgibt. Wir haben schon friiher nach- 
cewilesen, da beim Trocknen von Eiweibstoffen bei 100° oder 
gar dariiber immer die Gefahr vorliegt, dali auch chemisch ge- 
bundenes Wasser abgegeben wird. Die fiir die Klementaranalyse 
bestimmten Produkte diirfen unter allen Umstiinden nur bei ge- 
wOhnlicher Temperatur tiber Phosphorsaéureanhydrid bis zu kon- 
stantem Gewicht getrocknet werden. 

Ritthausens reines Zein war noch immer fetthaltig und 
hat offenbar bei 130—140° schon Wasser abgegeben. 


‘) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XXXIII, S. 489. 
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teines Zein hat vielmehr, wie wir an zahlreichen ver- 
schiedenen Priiparaten festgestellt haben, folgende Zusammen- 
setzung : 

H = 7,27, C = 04,238, XN = 1600, 5 = O77 */c. 

Noch viel weniger wie Ritthausen haben Chittenden 
und Osborne!) und W. Szumowski?) reines Zein in Hiinden 
gehabt. Szumowski hat sein Priparat durch Losen des Roh- 
zeins in verdiinntem Alkali und Fallen mit Kohlenséure oder 
anderen Siiuren gereinigt. Hitte er seine Praparate durch die 
EKlementaranalyse gepriift, so wirde er sich tberzeugt haben, 
dafi das Zein hierbei schon eine Verianderung erleidet und dab 
die von ihm beschriebene wasserlosliche «Modifikation», die er 
durch Einwirkung 0,5°/oiger Alkalildsung hergestellt hat, tiber- 
haupt kein Zein mehr ist, sondern aus Proteosen besteht. 

Handelt es sich um die Darstellung nur kleiner Mengen 
reinen Zeins, z. b. fiir die Analyse, so verfiihrt man am besten 
wie folgt: 

Ausgesuchter reiner, reifer Mais wird geschroten, im Soxhlet 
mit Ather extrahiert und mindestens dreimal mit viel kaltem 
Wasser unter Zusatz von etwas Toluol einige Zeit durchge- 
schiittelt, wodurch eine geringe Menge Albumin, dessen Rein- 
darstellung nicht gelang, viel Zucker- und dextrinartige Stoffe 
und viel Mineralsalze in Losung gehen. Das mit Wasser er- 
schépfte Maisschrot wird mit viel 80°%/oigem Alkohol wiederholt 
in der Kiilte ausgezogen, die klar filtrierten Extrakte werden 
im Vakuum auf ein nicht zu kleines Volumen eingedampft und 
vorsichtig tropfenweise in viel kaltes Wasser gegossen. Durch 
Zusatz von Kochsalz zu der milchigen Flissigkeit erhalt man 
einen feinflockigen, weiben Niederschlag, der mit viel Wasser 
durch Dekantieren ausgewaschen und dann auf FlieBpapier an 
der Luft getrocknet wird. Das so erhaltene Zein enthilt noch 
immer Fett, das nur, wie schon angegeben, durch wiederholtes 
Auflésen in Alkohol, Fiillen mit Wasser usw. und Extraktion 
des feinen Pulvers mit Ather entfernt werden kann. Die absolute 


') s. GriefKmayer, Die Proteide, S. 33. 


2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. S. 201. 
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Reinheit des Produkts kann nur durch die Elementaranalyse 
festgestellt werden. 

Handelt es sich um die Darstellung grober Mengen Zeins, 
so gelangt man weniger umstiindlich wie folgt zum Ziel: 

Der geschrotene Mais wird direkt bei 60° mit 80° 9igem 
Alkohol ausgezogen, die alkoholischen Losungen im Vakuum 
eingeengt und mit Wasser und Kochsalz gefiillt. Der lufttrockne 
Niederschlag wird im Soxhlet mit Ather entfettet, wieder in 
Alkohol gelést, mit Wasser und Kochsalz gefallt, gut ausge- 
waschen und nochmal mit Ather extrahiert. Dieses Produkt 
enthalt noch einen stickstoffarmeren KoOrper, der sich dadurch 
entfernen abt, dab man die blankfiltrierte alkoholische LOsung 
in ganz verdiinntes Ammoniak gieft und mit Kochsalz fiillt. 
Der gut ausgewaschene Niederschlag stellt fiir den Abbau ge- 
niigend reines Zein dar. 

Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, dali bei der Auf- 
spaltung des Zeins durch Wasser unter Druck und durch Kochen 
mit verdiinnter Barvtlésung Proteosen gleicher Art gewonnen 
werden, dafi also die Atmoid- und die Alkaliproteosen sehr 
ihnlich, wenn nicht gar identisch sind, haben wir uns nur noch 
des zweiten Verfahrens bedient, weil man dabei durch Unlods- 
lichwerden (Koagulieren) eines Teils Zeins weniger Verluste 
erleidet und weil man beim Kochen mit verdiinnter BarytlOsung 
die Zersetzung mehr in der Hand hat. Das koagulierte Zein 
hatte nur dann mit dem urspriinglichen annahernd iiberein- 
stimmende Zusammensetzung, wenn das Erhitzen unter Druck 
nur kurze Zeit fortgesetzt und nicht zu hoch getrieben wurde, 
es wird dabei immer stickstoff- und schwefelarmer, ohne dal 
man zu einer Verbindung konstanter Zusammensetzung kiime. 
beim Kochen mit verdtinnter Barytldsung ist diese Koagulation 
geringer. 

Ebenso wie die Aufspaltung mit Wasser um so weiter 
fortschreitet, je hOher und je linger man erhitzt, ebenso ge- 
schieht das beim Kochen mit Baryt, je langer man erhitzt und 
je stirker die Barytlauge genommen wird. Will man daher, 
worauf es uns ankam, mdglichst die niichsten, also die dem 


Zein noch iihnlichsten Abbauprodukte erhalten, so wendet man 
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verdiinntes Barytwasser und kurze Kochdauer an. Die Menge 
des abgespaltenen Stickstoffs und Schwefels wachst mit der 
Kochdauer und der Konzentration der Barytlosung, iiberschreitet 
aber eine bestimmte Grenze nicht. 

Wir verfuhren wie folgt: Je 10g Zein wurden mit 1400 ¢ 
Wasser und 4g Baryt 1 Stunde gekocht, die Menge des als 
Ammoniak abgespaltenen Stickstoffs betragt dann etwa 0,18° 
In Losung gehen dabei etwa 60°/o des Zeins, sodaf sich der 
abgespaltene Stickstoff auf etwa 0,30°/0 berechnet. bei der 
Bestimmung des Ammoniaks wurde, um es aus der F'iissigkeit 
volistiindig auszutreiben, zum SchluB im Vakuum destilliert. 

Die klarfiltrierte LGsung, die die Barytsalze der Proteosen 
enthilt, haben wir anfangs durch Quecksilberchlorid und Blei- 
acetat gefiillt und die Quecksilber- und Bleisalze mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Da wir aber auf diese Weise unverhiiltnis- 
miibig schwefelreiche Korper erhielten, soda wir annehmen 
muften, dab ein Teil des Schwefels aus dem Schwefelwasser- 
sto{f stammte, so haben wir dieses Verfahren verlassen, die 
Barytsalze vielmehr einfach mit der berechneten Menge Schwefel- 
siiure zerlegt, nachdem der tberschiissige Baryt durch Kohlen- 
siure entfernt war. 

Diese Methode empfiehlt sich iberhaupt zur Reingewinnung 
der Proteosen, die man ja nach jedem Verfahren, z. B. auch 
bei der Verdauung und der Fiiulnis, entweder in saurer Fliissig- 
keit oder als Ammonsalze erhalt. Namentlich der letzte Umstand 
ist oft tibersehen und die Ammonsalze fiir reine Proteosen 
(Albumosen und Peptone) gehalten worden, wie sich aus den 
vielfach in der Literatur verzeichneten, unmoglich hohen Stick- 
stoffzahlen ergibt. 

Zur Trennung und Reinigung fiihrt man seine Proteosen, 
wenn sie als freie Séiuren vorliegen, wie z. b. im Wittepepton 
durch Erwarmen mit feingepulvertem gefallten Baryumearbonat 
auf dem Wasserbade, wenn sie als Ammonsalze vorliegen, durch 
Zusatz von verdiinnter Barytlisung bis zu schwachem Uber- 
schuf8 in die Barytsalze iiber. In letazterem Falle wird das 
Ammoniak im Vakuum, indem man darauf achtet, da nicht 
liber 40° erwiirmt wird, abdestilliert und die geringe Menge 
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iiberschiissigen Baryts durch Kohlenséure in der Wiirme aus- 
cefiillt. 

In einem aliquoten Teile der so oder so erhaltenen klar 
iltrierten Barytsalzl6sung wird der Baryt einfach dadurch be- 
stimmt, dafi man etwa 10 ccm mit Schwefelsiure ansauert, zu- 
erst auf dem Wasserbade, dann iiber freier Flamme zur ‘Trockene 
eindampft und schlieBlich gliiht und den so erhaltenen schwefel- 
sauren Baryt wagt. Mit etwas weniger als der auf die Ge- 
samtmenge berechneten Menge Schwefelsiure wird nun der 
Baryt ausgefallt und das Filtrat auf dem Wasserbade zur Trockene 
eingedampft. War die Barytsalzlésung sehr konzentriert, so 
faillt mit dem Baryumsalz auch ein kleiner Teil der Proteosen 
aus, die man dem Niederschlage aber leicht mit etwas Alkohol 
entziehen kann. Diese alkoholische LOsung wird mit dem ersten 
Trockenriickstande vereinigt und mit diesem zusammen bis zur 
Staubtrockene eingedamplft. 

Die erhaltenen Proteosen sind nicht nur in Athylalkohol, 
sondern auch in Methyl-, Propyl- und Amylalkohol léslich, die 
Loslichkeit sinkt mit steigendem Molekulargewicht des Alkohols, 
sodab man diese Eigenschaft zur Trennung und Reinigung mit 
benutzen kann. 

Wir verfuhren dabei folgendermafen: 

Der sorgfiltig iiber Schwefelsiure getrocknete, fein ge- 
pulverte Riickstand wurde auf dem Wasserbade in mdglichst 
wenig siedendem trockenen Methylalkohol gelost, von dem ge- 
ringen, noch aus Barytsalz bestehenden Ruckstand im Heifi- 
wassertrichter abfiltriert. Beim Erkalten scheidet sich ein grofer 
Teil der Proteosen mit fast krystallinisechem Aussehen und rein 
weihi ab. Eine zweite Fallung kann man erhalten, wenn man 
den Methylalkohol zum Teil abdestilliert. Da sich die Fliissig- 
keit dabei jedoch merklich dunkler farbt, so haben wir es vor- 
gezogen, dadurch eine zweite Fallung zu erzielen, dafi wir das 
Filtrat einige Zeit in die Kaéltemischung stellten. Die erhaltenen 
Niederschlige konnten zwar aus heifiem Methylalkohol «um- 
krvstallisiert» und so von rein weifer Farbe und sehr schOnem 
Aussehen — mit bloBem Auge betrachtet machte der Koérper 
einen durchaus krystallinischen Eindruck — erhalten werden, 
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durch die Elementaranalyse konnten wir uns aber iiberzeugen, 
dali wir unmoglich einen reinen Korper, d. h. eine einheitliche 
chemische Verbindung unter Hiinden hatten. 

Wenn aus dem Filtrat selbst durch langandauerndes 
Abkiihlen ein Niederschlag nicht mehr zu erzielen war, wurde 
der Methylalkohol abdestilliert, der Riickstand tiber Schwetel- 
siiure getrocknet, pulverisiert und nun in gleicher Weise mit 
trockenem Athylalkohol, dann ebenso mit Propylalkohol und 
Amylalkohol behandelt, die entsprechenden Niederschliage immer 
wieder aus dem entsprechenden Alkohol «umkrystallisiert», nach- 
dem man sich tiberzeugt hatte, da aus Alkohol niederen Mole- 
kulargewichts ein Niederschlag nicht mehr erzielt werden konnte. 

Auf diese Weise wurden, indem man das Verfahren, wir 
konnen wohl behaupten, mit unerschdpflicher Geduld solange 
wiederholte, bis die einzelnen Fraktionen nur noch aus wenigen 
Grammen bestanden, wiewohl wir von einigen hundert Gramm 
Proteosen ausgegangen waren, eine grobe Zahl von Fraktionen 
erhalten, von denen wir annehmen zu diirfen glaubten, dab 
sie mindestens 6 reinen Kérpern, némlich je 2 Fraktionen aus 
Methyl-, Athyl- und Amylalkohol, die Fraktion aus Propylalkoho! 
war auf so geringe Mengen zusammengeschmolzen, dab wir an 
einen einheitlichen Kérper dieser Fraktion nicht mehr zu glauben 
vermochten. 

In allen Fallen ergaben jedoch die Elementaranalysen — 
die Anzahl wollen wir nicht nennen, um uns nicht dem Vor- 
wurfe der Ubertreibung auszusetzen, die Arbeit war auch nur 
mit Hilfe der vereinfachten Methode!) zu bewiiltigen —, dab 
wir noch nicht einheitliche Kérper unter Hiinden hatten, dat 
also eine glatte Trennung so nicht modglich war. Das konnten 
wir jedoch mit einiger Sicherheit konstatieren, dafi die Proteosen 
aus den niedrigeren Alkoholen im allgemeinen stickstoffreicher 
und kohlenstoffarmer und daher als dem Zein noch néher stehend 
und als weniger weit abgebaut angesehen werden konnten. 
Siimtliche Korper waren schwefelhaltig und enthielten meist 
noch 0,1—0,2 %/o. 


s. M. Dennstedt, Anleitung zur vereinfachten Elementar- 
analyse, 2. Auflage, 1906, Hamburg, Otto Meifiners Verlag. 





ve i - ,4\" 
Uber den Abbau von Eiweif. $V, 


Wir muften uns daher nach anderen Trennungsmethoden 
umsehen. Da die schwerléslichen Metallverbindungen (Queck- 
silber, Blei usw.) uns aus den schon erodrterten Griinden nicht 
brauchbar erschienen, so blieb trotz der schon friiher von uns 
ceduberten Bedenken nichts ibrig, als die Ammonsulfatfallungen 
der Hofmeisterschen Schule zu versuchen. Diese Bedenken 
wurzelten hauptsiéchlich darin, dah uns bisher noch nicht ge- 
niigend sicher durch die Elementaranalyse bewiesen erschien, 
dab die fraktionierten Fillungen unter allen Umstiinden tat- 
siichlich aus chemisch reinen einheitlichen Korpern bestehen, 
die man unter denselben Bedingungen stets rein und von gleicher 
Zusammensetzung wiedererhalten mul, auberdem glaubten wir 
und wir glauben es noch, daf das mit den Fiillungen nieder- 
verissene Ammonsulfat wenigstens mit den bisher angewendeten 
Methoden nicht vollstiindig entfernt werden kann: endlich lag 
die Gefahr vor, und das ist ein Punkt, der iiberhaupt bisher 
noch nicht beriicksichtigt wurde, daf man bei dem stark sauren 
Charakter der Proteosen nicht diese selbst, sondern ihre Ammon- 
salze erhilt. 

Die durch Behandlung mit den verschiedenen Alkoholen 
erhaltenen Proteosen wurden nunmehr im Sinne Hofmeisters 
in moOglichst neutraler LOsung — wir losten die einzelnen Frak- 
tionen in etwa der zehnfachen Menge Wasser unter tropfen- 
weisem Zusatz ganz verdinnten Ammoniaks — fraktioniert ge- 
Millt, indem wir zuniichst soviel gesiittigter Ammonsulfatldsung 
zugaben, dab die entstehende LoOsung zu ‘6 aus gesiittigter 
Ammonsulfatl6sung bestand. Von dem entstandenen Nieder- 
schlage wurde nach einem Tage abfiltriert und weiter gesiitligte 
Ammonsulfatlésung zugegeben bis zur !/3 Konzentration. Wieder 
nach 24 Stunden vom Niederschiage abfiltriert und das Filtrat 
auf 1/2 und das Filtrat von diesem Niederschlage auf 3l4 ge- 
siittigt. Die Filtrate von dieser letzten Fallung wurden auf 
dem Wasserbade bis zum Ausscheiden des Ammonsulfats ein- 
geengt, mit diesem schieden sich aber nur noch wenig Proteosen 
ab und in dem Filtrat davon waren nur noch Spuren, aber 
loch immer noch in nachweisbarer Menge organischer Substanz 
vorhanden. 
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Die einzelnen Fraktionen wurden dann von neuem gelijs 
und demselben Gange noch weiter mehrere Male unterworfen: 
dabei zeigte sich dann sehr bald, daf tatséchlich bestimmte 
Fiillungsgrenzen wenigstens in dem Sinne existieren, da die 
Fiillung haarscharf bei emem bestimmten Punkte beginnt,. in 
keiner Weise aber war zu erreichen, dafi die Fiillung ebenso 
scharf bei einem bestimmten Punkte endigte. Das war nicht 
nur im Anfange so, sondern blieb auch, wenn man die Sache 
sechsmal und mehr mit einer Fiéllung wiederholte, immer wurde 
noch etwas organische Substanz bis zur Ganzsattigung mitge- 
schleppt, trotzdem konnte man schlieBlich, wie die Elementar- 
analyse bewies, auf diese Weise zu reinen Korpern gelangen. 
Hofmeister hat daher und zwar noch mehr, als er wohl selbst 
geahnt hat, mit seinem Vergleiche recht, niimlich dal} diese 
Fiillungsgrenzen ebenso charakteristisch fiir den Eiweibstoff sind, 
wie etwa der Loslichkeitsgrad ftir einen krystallisierten Korper. 
Hier wie dort wird bei bestimmter Konzentration und unter 
sonst gleichen Bedingungen haarscharf bei demselben Punkte 
die Abscheidung beginnen, wihrend aus der nicht gesiittigten 
Losung, da es absolut unldsliche Korper nicht gibt, vollige A}- 
scheidung an einem bestimmten Grenzpunkte unmdglich ein- 
treten kann. 

Es war nun noch die Aufgabe zu lésen, die Fallungen 
von dem anhaftenden Ammonsulfat und dem gebundenen Am- 
moniak vollstiindig zu befreien. Das gelang in folgender Weise: 
Der Niedersehlag wird in Wasser gelést und vorsichtig mit 
ganz verdiinnter Barytlésung bis zur alkalischen Reaktion gegen 
Lackmus versetzt. Man destilliert nun im Vakuum aus dem 
Wasserbade bei héchstens 40° das Ammoniak ab, bis die Losung 
nicht mehr auf NeBler reagiert. Fiir diese Vakuumdestillationen. 
namentlich sobald es sich nicht mehr um zu geringe Mengen 
handelte, hat sich der bekannte Soxhletsche Destillationsapparat 
auberordentlich bewiihrt. Sobald alles Ammoniak tibergegangen 
ist, wird in einem aliquoten Teil der filtrierten Losung in der 
schon beschriebenen Weise das Baryum bestimmt und aus der 
ganzen Menge mit der berechneten Menge bis auf eine kleine 
Spur Baryt, um sicher keine freie Schwefelsiiure zuriickzubehalten, 
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ausgefillt. Das Filtrat wird dann von neuem bis zur Trockene 
eingedampft, getrocknet und in der beschriebenen Weise mit 
den verschiedenen Alkoholen behandelt. 

Nachdem wir uns endlich durch die Elementaranalyse 
iiberzeugt hatten, dali man so zu reinen, wohl definierten Kor- 
pern gelangen kann, der eingeschlagene Weg also wirklich 
sangbar ist, haben wir das Verfahren dadurch vereinfacht, dal 
wir die urspriingliche, mit Kohlensiure gefillte und filtrierte 
Barytldsung sofort mit Ammonsulfat und zwar in noch engeren 
Grenzen 0,1, 0,15, 0,2, 0.3, 0.4, 0,5, 0.75 und 1-Siittigung fiaillten. 
Die erste 0,1-Fiillung enthielt den ganzen Baryt als Sulfat. Die 
einzelnen Fiillungen gleicher Konzentration wurden anfangs mit 
einander vereinigt von der fiinften Wiederholung an, im ganzen 
wurde 6—7mal gefiillt, wurde jeder Niederschlag besonders 
selassen, die Fiillung begann dann immer scharf bei der ihnen 
eigentiimlichen Konzentration. 

Die Niederschliige sind stets etwas weniger ammoniakalisch, 
als die Lésungen: es mufi daher immer wieder beim AuflOsen 
eine Spur Ammoniak hinzugegcben werden. 

Waren die Niederschlige nach der siebenten Wieder- 
holung soweit getrennt, wie das auf diese Weise tiberhaupt 
moglich ist, so wurden sie in Wasser gelost und nach Zusatz 
von verdiinter Barytl6sung bis zur schwach alkalischen Reaktion 
im Vakuum bei héchstens 40° solange destilliert, bis sich im 
Riickstande mit NeBiers Reagens kein Ammoniak mehr nach- 
weisen lieb. Nachdem in der Wirme Kohlenséure eingeleitet 
war, wurde in einem aliquoten Teil des klaren Filtrats die 
Menge des Baryts wie schon beschrieben bestimmt, aus der 
Hauptlosung durch die berechnete Menge Schwefelsiiure bis 
auf eine Spur ausgefillt und das Filtrat auf dem Wasserbade 
eingedampft, der Riickstand pulverisiert und iiber Schwefelsiiure 
getrocknet. 

Jetzt begann die schon beschriebene Trennung mit Methyl-. 
Athyl-, Propyl- und Amylalkohol, die so oft wiederholt wurde, 
bis die betreffende Fraktion aus dem entsprechenden Alkoho! 
fast vollsténdig ausfiel. Fiir die Analyse wurde nicht bei 100°, 
sondern tiber Phosphorsiiureanhydrid bis zu konstantem Ge- 
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wichte getrocknet, vor dem Trocknen auch noch jedesmal so- 
lange mit Ather im Soxhlet extrahiert, bis auch keine Spur 
Fett mehr hineinging, d. h. bis aus dem ganzen Ather beim 
Verdampfen auf dem Uhrglase auch nicht mehr ein Hauch yon 
Fett zuriickblieb. Die einzelnen Korper wurden erst dann als 
rein angesehen, wenn die Analysen mit der nochmal in Am- 
moniak gelosten, mit Ammonsulfat in entsprechender Konzen- 
tration gefiillten, wieder in Freiheit gesetzten und aus dem 
entsprechenden Alkohol «umkrystallisierten» Substanz tiberein- 
stimmten. 

Man sieht, ein langer und miihsamer, aber kaum ab- 
zukurzender Weg, bei dem die Substanzen immer mehr zu- 
sammenschmolzen, sodab schheblich von den wirklich als rein 
anzusehenden Korpern immer nur noch wenige Gramm zur 
Verfiigung standen, obwohl wir den Mais zentnerweise und das 
reine Zein kiloweise verarbeiteten. Allerdings ging der grolite 
Teil bei der Ausarbeitung des Verfahrens verloren. 

In die beigegebene Tabelle haben wir nur die Korper 
aufgenommen, deren Zusammensetzung uns als einigermasen 
sicher festgestellt angesehen werden kann. In grobter Menge 
entstehen und wegen threr Schwerloéslichkeit am leichtesten 
zu reinigen sind die Koérper aus Methylalkohol, von denen die 
O14 und 0,152, die 0,28 und 0,32, und endlich die 0,42 und 
0.52 Fillungen als identisch anzusehen sind. Ebenfalls identisch 
sind wahrscheinlich O,1> und 0,15, 0,385 und 0,4), vielleiclit 
auch O.b>, ferner O15 und 0,28. 

Siimtliche Korper enthalten noch Schwefel, meist 0,1—0,2° 
der fiir sie als durchaus charakteristisch anzusehen ist, sodab) 
sich dadurch sehr wohl eine Grenze zwischen ihnen und 
Fischers Polypeptiden, mit denen diese Proteosen sonst Ahn- 
lichkeit haben, ziehen 1Jabt. 

Als Kontrolle fiir die Einheitlichkeit der dargestellten Kor- 
per kann auber der schon friiher beschriebenen Barytzahl und 
des daraus berechneten Aquivalentgewichts auch die Basicitiit 
der Siiuren, wie sie mit Alkali und verschiedenen Indikatoren 
erhalten wird, dienen. 

Aus dem Umstande, daB bei der Titration unter An- 
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wendung verschiedener Indikatoren sehr verschiedene, aber in 

annihernd daquivalenten Verhiltnissen stehende Siiuremengen 
vebraucht wurden, hatten wir schon friiher den Schluf ge- 
zogen, dafis man es in den beschriebenen Proteosen mit mehr- 
basischen Sauren zu tun habe. Diese Annahme wird durch ihre 
elektrische Leitfahigkeit, die wir mit einigen reinen Substanzen 
bestimmten, bestitigt. Wir geben nur ein Beispiel: 

Es wurde in !/32 n-KOH soviel der Proteose (0,1 der 
Tabelle) gelost, als sich losen wollte, und die Leitfahigkeit be- 
stimmt. Darauf wurde auf !/1024 n. verdiinnt und wieder die 
Leitfahigkeit bestimmt. Das verwendete Wasser hatte Leit- 
fiihigkeit von 2,26 * 10~-° reziproken Ohm. 

Gefunden wurde: in '/s: n-Lésung 55,06 dquival. Leitfahigkeit 
> ‘ogg > =» 79,87» 
Differenz == 24,81. 

Da jeder Wertigkeit eine Differenz von etwa 10 ent- 
spricht, so ist die untersuchte Proteose als dreiwertig anzu- 
sehen. Bei dem ziemlich schwachen Saéurecharakter kann je- 
doch starke hydrolytische Spaltung eingetreten sein und dadurch 
die Differenz herabgedriickt werden: es ist daher nicht aus- 
geschlossen, daf} die Proteose noch mehr als dreibasisch ist. 

Die Aufspaltung des Zeins durch Verdauung und durch 
Behandlung mit verdiinnten Siuren und durch Fiulnis haben 

. wir weniger weit durchfiihren kénnen, doch ist es ganz sicher, 
dai dabei Proteosen anderen Charakters entstehen, dab also 
das urspriingliche Eiweifmolekiil an anderen Stellen auseinander- 
bricht; aber ebenso wie die Atmoid- und Alkalizeinosen einander 

sehr tihnlich, wenn nicht identisch sind, trifft das gleiche zu 
bei den Pepto- und Acidzeinosen und auch bei den Trypto- 

: und Faulniszeinosen. 

Wie verschiedenartig die Spaltung desselben Eiweibkorpers, 

‘ z. B. bei der Alkali- und Siurespaltung verlauft, geht u. a. daraus 


| hervor, daB man bei der Behandlung mit Baryt als Grenzzahl 
etwa 3,7°/o N als Ammoniak abgespalten erhalt; bei der Saure- 
spaltung nur 2,7°/o. Werden die erhaltenen Acidzeinosen nun 


mit Baryt weiter behandelt, so wird nicht, wie man vermuten 
- sollte, noch 1°/o N abgespalten, sondern nur (,2°/o. 
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Fillungen mit Ammonsulfat. 








0.1 O15 0,2 0.3 O.4 0.5 


H C N H C N H | C N H C N II C N H C | N 





54.79 15.46] 7.27 54.83 15.45) 7,24 54,32 14,73) 7,01 54,62 14,53)6,94 54,37 15,60] 6,80 54,26 15,39 


“J 
_— 
~] 


Methylalkohol a 


Athylalkohol 


1. Fallung b [7,13 55,52 14,95} 7,15 54.66 14.711 7.02. 53.97 15,08] 7.17 5439/1531) 7,14 54,37 14,911 7,26 53,92 15,10 


2. Fallung c —}j—|—- 7.55 55.52 14,71) 698 55,04 14,45 _ : . 
3. Fallung d -_ — _| — | — 17,49 54,92 12,3016,53 54,6913, 377 — ~- - 
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Amylalkohol 


a Fiaillung e 16.88 54.07 L433) 7.61 55,07 14.3517.55 55,10 14,23] 7.03 57.23 13.221 7.72 53.594 14.33) — . 


2 Fallung f | 7.72 57,66 13,56] 7,44 57,12 L181) 7,82 56,28 13,15) - 13.81) 7,30 54,18 13,58 - 
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Wir glauben aus unseren Versuchen den sicheren Schluf 
ziehen zu kOnnen, dai bei der Zerlegung reiner Eiweifbkorper 
nach den verschiedenen Methoden zwar verschiedene, aber sehr 
wohl definierte Proteosen bestimmter chemischer Zusammen- 
setzung entstehen, die zu trennen und in chemisch reinem Zu- 
stande herzustellen sehr wohl modglich ist. Nicht in dem Sinne, 
da es gelingen konnte, eine gegebene Menge Proteosen in ihre 
verschiedenen Bestandteile von chemischer Reinheit quantitativ 
zu trennen, wohl aber, dal es verhiltnismabig nicht zu schwer 
selingt, aus einem solchen Gemisch einzelne und zwar beson- 
ders die in groSter Menge vorkommenden zu isolieren; auch 
das wird schon geniigen, um namentlich bei Beriicksichtigung 
der verschiedenen Spaltungsmethoden und der dabei entstehenden 
Produkte und den daraus zu erhaltenden Produkten des weiteren 
Abbaus bis zu den Polypeptiden und Peptiden einen Rickschlub 
auf die Konstitution des urspriinglichen Proteins zu gestatten. 

Allerdings gehort dazu, die Versuche in gréberem Mab- 
stabe auszuftthren, als uns das moglich war. Schon die Dar- 
stellung des reinen Zeins in Kilogrammen bedingt einen Auf- 
wand von Arbeit, der bei weitem das iibersteigt, was man 
sonst an Herstellung eines Ausgangsmaterials zu verwenden 
vewohnt ist. Dem Beispiele Szumowskis folgend, haben wir 
auch daran gedacht, von dem Rohzein der Farbwerke vormals 
Meister Lucius & Briining auszugehen, aber die Schwierig- 
keit hegt nicht in der Darstellung dieses Rohzeins, das seinem 
Namen alle Ehre machte, denn es enthielt auber anderen Ver- 
unreinigungen noch etwa 15°/o Fett, etwa 20°/o Wasser, son- 
dern in der weiteren Reinigung. Auber der Arbeit werden auch 
noch bedeutende Mengen der verschiedenen Materialien, nament- 
lich von Alkohol, der zum grofen Teil bei der Vakuumdestillation 
verloren geht, verbraucht; auch der Verbrauch an Ammon- 
sulfat, dessen Reinigung und Wiedergewinnung sehr umstiind- 
lich und daher nicht lohnend ist, ist zu beachten. Fir die 
Ausfiithrung der einzelnen Operationen sind auferdem die ver- 
schiedenen Apparate in grofer Zahl und von groben Dimen- 
sionen notig und ein geriumiges Laboratorium mu zur Ver- 
liigung stehen. 
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Das sind jedoch alles Schwierigkeiten, die sich schlieBlich 
mit Geduld, mit Geldopfern usw. tiberwinden lieben, zumal man 
die ersten Operationen von weniger geschulten Hilfskraften 
durchfiihren lassen kOnnte. Die mithevolle Trennung und Reini- 
gung der Proteosen und Endprodukte jedoch verlangt bei ihrer 
grofen Zahl und der Schwierigkeit der Ausfiihrung einen Auf- 
wand an Zeit und Arbeit, den nur der mit einiger Aussicht 
auf Erfolg leisten kann, der durch keinerlei andere Tiatigkeit 
gehemmt und behindert ist. 

Wir gehoren nicht zu diesen Gliicklichen und miissen 
daher zu unserm grofen Schmerze auf eine Fortsetzung der 
begonnenen Arbeit verzichten. 











Hydrolyse des im Eigelb des Hiihnereies enthaltenen 
Proteins («Vitellin: ). 
Von 
Emil Abderhalden 
und Andrew Hunter, Carnegie Research Fellow, Edinburgh. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1906.) 


Das im Eigelb der Vogeleier enthaltene Protein, Vitellin 
genannt, enthalt Phosphor. Es ist zur Zeit unmdglich, zu ent- 
scheiden, ob dieser in engeren Beziehungen zum Eiweil} steht, 
oder ob es sich um eine Beimengung handelt. Wir haben 
nicht versucht, unser Préaparat phosphorfrei darzustellen, weil 
wir vorlaufig noch keinen Weg kennen, das sogenannte Vitellin 
auf seine Einheitlichkeit zu priifen, und wir irgendwelche inten- 
sivere Eingriffe, die das Eiweifi als solches verdndern konnten, 
vermeiden wollten. Unsere Untersuchung hatte nur den Zweck, 
die Zusammensetzung des « Vitellins» an Monoaminosiiuren kennen 
zu lernen. Am naheliegendsten war ein Vergleich mit dem 
Casein, mit dem es aus mehr idiuBeren Griinden, speziell wegen 
seines Phosphorgehaltes, meist zu einer Gruppe vereinigt wird. 
Die folgenden Zahlen geben die auf 100 g aschefreies, bei 100° 
getrocknetes «Vitellin» berechneten Mengen an Monoamino- 
siuren wieder. Zur Vergleichung sind die entsprechenden Zahlen 
fiir das Casein aufgefiihrt: 


«Vitellin> Casein aus Kuhmilch 

Glykokoll 1,1 0) 

Alanin vorhanden 0.9 
Aminovaleriansaure 2,4 1,0 
Leucin , 11,0 10,5 

Asparaginsdure 0,5 1,2 
Glutaminsdure 12,2 11,0 
Phenylalanin 2,8 3,2 
Prolin 3.3 3.1 

Serin — 0.23 
Tyrosin 1.6 4,5 
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Wir fiihren diese Vergleichswerte mit aller Vorsicht an 
und betonen wiederholt ausdriicklich, dafi es uns fern liegt. 
auf Grund einer ihnlichen quantitativen Zusammensetzung an 
Aminosiiuren Schliisse auf die Verwandtschaft oder gar Iden- 
tittit so komplizierter Verbindungen, wie die Proteine es sind. 
zu ziehen. Vorlaufig hat diese Gegeniiberstellung nur biologisches 
Interesse. Das Vitellin spielt im Haushalte des werdenden Vogel- 
organismus neben den Eiweifkérpern des Eiereiweii gewif eine 
ithnlich hervorragende Rolle, wie das Casein bei der ersten 
Ernahrung des Saugetieres. Es ist wohl denkbar, dah ein ganz 
iihnliches Material den Ausgangspunkt fiir all die verschiedenen 
Anspriiche, denen diese «ersten» Nahrungseiweile zu geniigen 
haben, bildet. Es wird von Interesse sein, auch das Elier- 
albumin mit dem Milchalbumin zu vergleichen. Untersuchungen 
nach dieser Richtung sind im Gange. 


Experimenteller Teil. 


Das verwendete Vitellin — 400 g — verlor bei 100° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet 12,75°/o Wasser. Es enthielt 
3,95°/o Asche. Zur totalen Hydrolyse wurde es mit der 5fachen 
Menge 25°/oiger Schwefelsiiure 12 Stunden erhitzt. Beim Fil- 
trieren der abgekiihlten Fliissigkeit hinterblieben auf dem Filter 
24.5 ¢ einer dunkelbraun gefirbten Masse. Im Filtrat wurde 
in der iiblichen Weise die Schwefelsaure quantitativ mit Baryt 
entfernt, und der scharf abgenutschte und abgeprebte Baryum- 
sulfatniederschlag so lange mit Wasser ausgekocht, bis eine 
Probe des Waschwassers keine Farbung mit Millons Reagens 
mehr gab. Die vereinigten Filtrate engten wir so lange ein, 
bis schon in der Wiirme Abscheidung von Krystallen begann. 
Die so erhaltene Krystallisation wurde abgenutscht und das 
Filtrat so lange weiter eingeengt, bis die Mutterlauge kein 
Tyrosin mehr enthielt. Das so gewonnene Rohtyrosin wurde 
aus heifem Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystalli- 
siert. Erhalten wurden 4,95 g reines Tyrosin: 

0.1833 g Substanz gaben 0.4035 g CO, und 0.1031 g H,O 

Berechnet ftir C,H,,NO,: Gefunden : 
59,66°)o C und 6,07°o H. 60,01°%/o C und 6,29° 0 H. 
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Die vereinigten Laugen vom Tvrosin — Mutterlauge des 
Rohtyrosins und Mutterlauge des reinen Tyrosins — wurden 


nun unter vermindertem Druck bis zur Sirupkonsistenz ein- 
cedampft und der Riickstand in der tiblichen Weise mit Alkohol 
und gasfOrmiger Salzsiiure verestert. Die Veresterung wurde 
dreimal wiederholt. Ein Versuch, Glykokoll als Glykokollester- 
chlorhvdrat zur Abscheidung zu bringen, hatte keinen Erfolg 

Die Ester wurden mit Natronlauge und Kaliumearbonat 
in Freiheit gesetzt und in Ather aufgenommen. Die Destillation 
der Ester ergab folgendes HKesultat: 


1. Fraktion 0O— 60° des Wasserbades (12 mm Druck 27 g 
2. > -100° >» (12 ; = 46 >» 
3. > —105° » Olbades ( O.2 » » 24 » 
4. > RDO >» > ( 0.2 » > G1 » 


Im Destillationskolben verblieb ein tief braun gefiirbter Riickstand. 


Er wog 50.0 g. 


— 


Die drei ersten Fraktionen wurden sofort durch Kochen 
mit der 7fachen Menge Wasser verseift. In der 4. Fraktion 
wurde in der bekannten Weise zuniichst der Phenylalaninester 
durch Ausiithern entfernt, und dann die Ester dieser Fraktion 
durch 2stiindiges Kochen mit Barytwasser verseift. 

In der Bearbeitung der einzelnen Fraktionen hielten wir 
uns an die im hiesigen Institute ausgearbeiteten Methoden. Sie 
sind wiederholt beschrieben worden. Wir kénnen uns deshalb 
an die wesentlichsten Punkte halten. 

Aus Fraktion II und III schieden sich beim Erkalten der 
verseiften Fliissigkeiten Krystalle ab. Sie erwiesen sich als 
reines Leucin. Die ersten drei Fraktionen wurden zuniichst, nach- 
dem sie filtriert worden waren, unter vermindertem Druck zur 
Trockene verdampft, und der Riickstand mit absolutem Alkohol 
ausgekocht. Es empfiehlt sich, die alkoholische Losung erst dann 
zu filtrieren, wenn sie vollig abgekiihlt ist, weil stets kleine 
Mengen von Alanin und anderen Aminosiiuren im heifen Alkoho! 
mitgel6st sind. Es tritt aus diesem Grunde beim Abkihlen 
des heif filtrierten Alkohols nach kurzer Zeit Absecheidung von 
Krystallen ein. Zu bemerken ist, da das racemische Prolin 
schwerer léslich in Alkohol ist als das aktive. Wir verwendeten 
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die fiinf- bis zehnfache Menge der angewandten Substanz an 
absolutem Alkohol. Zur Gewinnung des Prolins verdampften 
wir die vereinigten alkoholischen Ausziige unter vermindertem 
Druck zur Trockene. Es empfiehlt sich, den Trockenriickstand 
nochmals in absolutem Alkohol aufzunehmen, zu filtrieren und 
den Prozefi zu wiederholen. Auf diese Weise gelingt es, den 
letzten Rest der mit dem Prolin mitgelOsten Aminosiuren zu 
entfernen. Das gesamte Prolin wog 10,1 g. Es wurde in 
Wasser geldst, und durch Kochen mit tiberschiissigem Kupfer- 
oxyd gewannen wir das Kupfersalz des Prolins, das durch 
Auskochen des Verdampfungsriickstandes seiner Losung mit 
Alkohol in den aktiven und racemischen Anteil getrennt wurde. 
Das racemische Kupfersalz wog 7,0 g. 

0.2342 ¢ racemisches, lufttrockenes Prolinkupfer verloren bei 120° 
0,0256 g H,O. 

0.2410 g bei 120° getrocknetes Prolinkupfer gaben 0,0658 g CuO 
== 0.0526 g Cu. 


ta) 
Berechnet fiir (C;H,NO,),Cu + 2H,0: Gefunden : 
10,9920 H,O 10,93°,0 H,O 
und fiir (C;SH,NO,),Cu: 
21.80°/o Cu. 21,82°/o Cu. 


Die in Alkohol unléslichen Teile der einzelnen Fraktionen 
(I—IlI]) ergaben folgende Aminosiuren: 

Fraktion I wurde zunachst auf Glykokoll geprift. 1g wurde 
verestert, mit einem Krystéllchen von Glykokollesterchlorhydrat 
geimpft und dann auf Eis aufbewahrt. Es erfolgte keine 
Krystallisation von Glykokollesterchlorhydrat. Der tbrige Teil 
dieser Fraktion (1,4 g) wurde durch Krystallisation in zwei 
Teile geteilt. Die zuerst ausgeschiedenen Krystalle (0,7 g) be- 
standen aus Leucin, wie die Darstellung des Kupfersalzes ergab. 

0,1398 g Substanz gaben 0,0342 g CuO = 0,0273 g Cu = 19,55°/0 Cu. 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: 19,60° 0 Cu. 


Die zweite Krystallfraktion schmolz bei 260°. Nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren erhielten wir Analysenzahlen, die auf 
ein Gemisch von Alanin und Leucin resp. Aminovaleriansaure 
hindeuteten. Es gelang dann auch, durch Umkrystallisieren eine 
einheitlich aussehende Krystallmasse zu erhalten, deren Schmelz- 
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punkt (296°) auf Alanin hinwies. Zur Analyse wurde das 
Kupfersalz hergestellt. 
0.1566 g Substanz gaben 0,0512 g CuO = 0,0409 g Cu = 26,13° o Cu 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu 26,50°/0 Cu, 

Aus anderen Anzeichen und speziell aus dem Umstand, 
daf das Kupfersalz fraktioniert worden war, diirfen wir den 
SchluB ziehen, dafi Alanin vorhanden war. Seine Menge bleibt 
unbestimmt. 

Aus der zweiten Fraktion waren beim Abkiihlen der ver- 
seiften LOsung, wie oben erwéhnt, 5,3 g Leucin ausgefallen. Der 
Rest dieser Fraktion wog nach dem Auskochen mit Alkohol 27.3 g. 
Durch fraktionierte Krystallisation erhielten wir 15,11 g¢ Leucin, 
7,6 g Aminoisovaleriansaure = Valin!) und 3,53 g Glykokoll. 


ta) 


Alanin war gewib auch vorhanden, konnte jedoch seiner kleinen 
Menge wegen nicht von beigemengtem Leucin resp. Valin getrennt 
werden. Das Glykokoll wurde in einer Probe als Glykokoll- 
esterchlorhydrat abgeschieden und seine Menge so bestimmt. 
0.1477 g Substanz gaben 0,1855 g CO, und 0,0979 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,C1: Gefunden : 
34,43° 0 C und 7,18°/o H. 34,25°/0 CG und 7,41°. H 
Das isolierte Valin gab folgende Zahlen: 
0.1727 g Substanz gaben 0,3230 g CO, und 0,1490 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
51,28°0 C und 9,40°/o H. 51,00°/o0 C und 9,65°/o H. 


Aus der Fraktion II] waren aus der verseiften L6sung 3 
Leucin ausgefallen. 
0,1526 g Substanz gaben 0,3078 g CO, und 0,1386 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden: 
54,.96° 0 CG und 9,92°/o H. 5d,00%/o C und 10,16°%/o H. 


co 


Das aus derselben Krystallisation dargestellte Kupfersalz 
gab folgende Analysenwerte: 
0.1479 g Substanz gaben 0,0364 g CuO = 0,0291 g Cu = 19,66°%o Cu. 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu : 19,60%o Cu. 
Aus der III. Fraktion wurden auberdem noch 7,5 g Leucin 
gewonnen. 


') Vergl. Emil Fischer, Spaltung der a-Aminoisovaleriansaure 
in die optisch-aktiven Komponenten, Berichte d. Deutsch. chem. Ges., 
Jg. XXXIX, S. 2321, 1906. 
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Die IV. Fraktion enthielt 8,62 g Phenylalanin, das in der 
iiblichen Weise isoliert wurde: 
0.1637 g Substanz gaben 0,3915 g CO, und 0,1006 g H,0. 





Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
65,45°/o GC und 6,66°/0 H. 65,23°0 GC und 6,88°/o H. 


Ferner wurden aus dieser Fraktion 1,6 g Asparaginsiiure 
und 22.4 ¢ Glutaminsadurechlorhydrat gewonnen. Sie enthielt 
ferner ein Produkt, das bei 277° schmolz und folgende Analysen- 


werte gab: 


0.1505 g Substanz gaben 0,2805 ¢g CO, und 0.1015 g H,O 
: 90,83°/o C und 7,55°/o H. 
0.1179 g Substanz gaben 10,0 ccm N [23°, 762 mm] = 9,86° 0 N. 


Die Substanz sah ganz einheitlich aus, schmeckte siif}, 
gab aber bei der Darstellung des Kupfersalzes ein Gemisch 
verschieden léslicher Krystalle. Wahrscheinlich lag ein Gemisch 
von Phenylalanin mit anderen Aminosiiuren vor. Jedenfalls 
zeigte auch diese Beobachtung, wie vorsichtig man in der Be- 
urteilung von Krystallfraktionen einheitlich erscheinender Sub- 
stanzen sein mu. Selbst wiederholtes Umkrystallisieren bietet 
keine Garantie fiir einheitliche Substanzen. 

Die Asparaginsiiure gab folgende Zahlen: 

0.1547 g Substanz gaben 0,2059 g CO, und 0,0750 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

36,09°/o CG und 5,26°/o H. 36,30°o C und 5,42°/o H. 
Die Glutaminsiiure wurde als Hydrochlorat abgeschieden: 
0.1877 g Substanz gaben 0.2270 g CO, und 0,0933 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,NO, - HCI: Gefunden: 

32.70°/o C und 5,45°/o H. 32,9790 C und 5,56° 0 H. 

Weitere Mengen an Glutaminsiiure hefen sich aus dem 
bei der Destillation der Ester verbliebenen Riickstand gewinnen. 
Er wurde durch Kochen mit Barytwasser zundachst verseift und 
nach quantitativer Entfernung des Baryts mit Schwefelséure ein- 
geengt. Bald schieden sich Krystalle von Leucin ab. Die Menge 
des umkrystallisierten Produktes betrug 2,2 g. Die Mutterlauge 
von Leucin wurde zum Sirup eingeengt und dieser in wenig 
starker Salzsiiure aufgenommen. In die salzsaure LOsung wurde 
nun noch gasformige Salzsiure bis zur Siattigung eingeleitet. 
Beim Stehen auf Eis erfolgte bald reichliche Krystallisation von 
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Glutaminsaurechlorhydrat. Seine Menge betrug nach dem Um- 
krvstallisieren 11,5 g. 

Die Mutterlauge des Glutaminsiiurechlorhydrates wurde zur 
Entfernung der Salzséure zuniichst unter vermindertem Druck stark 
eingedampft, der Riickstand in Wasser gelést und nun mit Blei- 
oxyd gekocht, bis eine Probe keine Chlorreaktion mehr gab. 
Das durch Schwefelwasserstoff von gel6stem Blei befreite Filtrat 
wurde eingeengt. Im ganzen wurden 7,75 g einer schwach siil 
schmeckenden Substanz erhalten. Sie krystallisierte zum Teil 
in Blattchen, zum Teil in Niidelchen. Sie lief sich in ver- 
schiedene Krystallfraktionen trennen. Es gelang jedoch vorliufig 
nicht, irgend ein Produkt zu fassen, das Garantie fiir Einheit- 
lichkeit geboten hiitte. Wir verzichten, wie in allen diesen 
Fiillen auf die Mitteilung von Analysen und Berechnungen von 
Formeln, weil eine reiche Erfahrung uns gezeigt hat, wie aufer- 
ordentlich leicht Tausechungen modglich sind. Wir stehen nach 
wie vor auf dem Standpunkte, dai einfache Krystallisation und 
Analysenwerte nicht ausreichen, um neue Spaltungsprodukte aus 
Kiweifi zu identifizieren. 

ErfahrungsgemiB liefert die Veresterungsmethode ganz all- 
gcemein geringere Ausbeuten an Aminoséuren, als sie in Wirk- 
lichkeit vorhanden sind. Es gilt dies ganz besonders von der 
Glutaminséure. Durch die Verarbeitung des Destillationsriick- 
standes ist ihre Ausbeute ganz betriichtlich erhédht worden. Sie 
bleibt aber auch dann noch hinter der Wirklichkeit zuriick, wie 
eine direkte Isolierung der Glutaminsiure zeigte. In diesem 
Versuche wurden 100g desselben Proteins, wie es zu den 
vorhergehend geschilderten Versuchen diente, mit 300 ccm 
rauchender Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,19 6 Stunden 
am RitickfluBkiihler gekocht. Es schieden sich 4,9 g Melanin ab. 
Die filtrierte Fliissigkeit wurde durch Kochen mit Tierkohle 
moglichst entfarbt, dann bis zur Sirupkonsistenz eingeengt und 
der Riickstand mit gasformiger Salzsiéure gesiittigt. In zwei Kry- 
stallisationen wurden 22,2 g rohes Glutaminséurechlorhydrat ge- 
wonnen. Nach zweimaligem Umkrystallisieren verblieben 12,0 g 
reines Glutaminsiiurechlorhydrat. Diese Menge entsprechen auf 
100 g asche-, wasser- und melaninfreies Vitellin berechnet 
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12,2°/o Glutaminséiure. Im ersten Versuche waren nur 9,7 
Glutaminsaiure gewonnen worden. 

Nach Abschluf dieser Arbeit ist eine Untersuchung iibe: 
Vitellin von L. Hugouneng!) zu unserer Kenntnis  gelangt. 
Hugouneng bediente sich zur Bestimmung der Monoaminosauren 
auch der Estermethode. Die von ihm gefundenen Mengen an 
Aminosiiuren bleiben fast durchwegs weit hinter unseren Aus- 
beuten zuriick. Es ist bemerkenswert, dafi Hugounenq unsere 
Untersuchungen im hiesigen Institut und der Gedankengang, 
der diesen zugrunde liegt, vollig entgangen zu sein scheinen. 


‘) L. Hugouneng, Recherches sur la vitelline. Annales de chimie 
et de physique, T. VIII, p. 115, 1906. 











Die Monoaminosauren des Glutens. 
Von 
Emil Abderhalden und Fernand Malengreau. 


(Aus dem I. chemischen Institute der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1906.) 


Der Weizenkleber enthélt bekanntlich in Alkohol lésliche 
und unlosliche Eiweifarten, von denen die letzteren unter dem 
Namen Glutencasein oder wohl besser, um die irrefiihrende Be- 
zeichnung Casein zu umgehen, Gluten zusammengefafit werden. 
Vorliufig besitzen wir keine Kennzeichen, welche es uns er- 
moglichen, die Frage zu entscheiden, ob das Gluten im ge- 
wohnlichen Sinn als einheitliches Protein aufzufassen ist, oder 
ob es vielmehr ein Gemisch von vielleicht ganz verschieden- 
artigen Eiweifsubstanzen darstellt. Diese Erorterung ist aus- 
nahmslos bei allen bis jetzt untersuchten Proteinen angebracht, 
und wir heben diese Unsicherheit immer wieder hervor, um 
den Eindruck zu vermeiden, als ob wir glaubten, chemisch 
einheitliche Korper zu unseren Untersuchungen vor uns zu 
haben. Selbstverstindlich haben wir uns iiberzeugt, dab die 
untersuchten Eiweifarten nach ein und derselben Darstellung 
stets ganz &hnliche und zum Teil fast identische Resultate bei 
der Aufspaitung mit Saéuren gaben, so dai wir nach den bis 
jetzt allgemein wiblichen Begriffen ein <einheitliches» Produkt 
vor uns hatten. Unsere Untersuchungen haben mehr biologisches 
Interesse, indem sie zeigen sollen, in welchem Verhiiltnis die 
verschiedenartigen Proteine zu einander stehen. Erst bei einer 
sehr groBen Zahl von Untersuchungen wird es moglich sein, 
neue Gesichtspunkte zu gewinnen. Wir hoffen jedoch auch, 
von diesen nach einem einheitlichen Plane ausgearbeiteten Unter- 
suchungen aus, die manche Beobachtungen in sich schliefen, deren 
Mitteilung aus Mangel an geniigend scharfen Beweisen wir fiir 
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noch unangebracht halten, am raschesten die noch bestehendey 
Liicken in der Erforschung der einzelnen bausteine ausfiillen 
zu koOnnen. Im vorliegenden Falle war es von besondereim 
Interesse, die alkoholléslichen Bestandteile des Weizenklebers mit 
den unldslichen zu vergleichen. Von ersteren ist das Gliadin! 
eingehender untersucht. 

Die folgende Ubersicht gibt die erhaltenen Resultate ver- 
glichen mit dem Gliadin wieder: 

Auf 100 g aschefreies, bei 100° getrocknetes Protein kommen 


beim Gluten: beim Gliadin: 
Glykokoll 0.41 0.68 
Alanin 0.30 2 66 
Aminovaleriansiiure nicht gefunden 0,33 
Leucin +, 10 6,0 
Prolin 3.97 24 
Glutaminsaure 24.0 31,0 
Asparaginsiiure 0,64 1.24 
Phenylalanin 1.0) 2,6 
Tyrosin 19 2,37 
Tryptophan nicht bestimmt ca. 1°%/o 
serin > > 0,12 
Lysin 2,19 *) 9 
Histidin 1,16? 1,2) 
Arginin 4,4?) 2,70° 


Experimenteller Teil. 


‘20 ¢ Gluten (dargestellt von Dr. Griibler, Dresden) mii 
einem Aschegehalt von 0,57°/o und einem Wasserverlust von 
96%. bet 100° wurden mit 21/2 | 25°%/oiger Schwefelsiure 
12 Stunden am Riickflubkiihler erhitzt. Die Losung des Proteins 
ging verhiiltnisméfig langsam von statten und nach dem Fil- 
trieren der abgektihlten LOsung hinterblieben 40 g einer schwarz 
gefiirbten Substanz («Huminstoffe»). Aus dem Filtrat dieses 
offenbar zum Teil durch den Gehalt des verwandten Eiwei! 
kOrpers an Kohlehydraten bedingten Produktes entfernten wi 


‘} Emil Abderhalden und Franz Samuely, Die Zusammen- 
setzung des Gliadins des Weizenmehls, Diese Zeitschrift, Bd. XALIV 
S 276, 1905. 

2) A. Kossel und F. Kutscher, Beitraige zur Kenntnis der Eiweil- 
korper, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S, 165 (207), 1900. 
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die Schwefelsaure quantitativ mit einer konzentrierten Baryt- 

losung. Der scharf abgenutschte und abgeprebte Baryumsulfat- 

niederschlag wurde so lange mit Wasser angerieben und aus- 
cekocht, bis eine Probe des Filtrats keine Fiirbung mit Millons 
Reagens mehr gab. Die vereinigten Filtrate wurden nun so 
lange eingeengt, bis eine Krystallhaut entstand. Beim Abkiihlen 
auf Eis vervollstindigte sich die Tyrosinabscheidung. Zur volligen 
Reinigung krystallisierten wir das gewonnene ‘Tyrosin unter 
Anwendung von Tierkohle wiederholt aus heifem Wasser um. 
Die Mutterlaugen des Tyrosins wurden vereint eingeengt, bis das 
Fillrat der jeweiligen Abscheidung keine Reaktion mit Millons 
Reagens mehr gab. Diese letzten Mutterlaugen wurden der 
Hlauptmutterlauge der ersten rohen Tyrosinabscheidung zugetfiigt 
und mit dieser weiter auf Glutaminsiiure und die tibrigen Amino- 
siiuren verarbeitet. [soliert wurden 6,5 g analysenreines Tyrosin 
ae Se 

0.1667 ¢g Substanz gaben 0.3630 g CO, und 0,0903 g H,0. 

Berechnet fiir CgH,,NO,: Gefunden : 
29,660 C und 6,07°%/o H. 59,39°/o C und 6,02% 0 H. 

Die Mutterlauge vom Tyrosin verdampften wir bis zur 
Sirupkonsistenz und leiteten nun zur Abscheidung der Glutamin- 
siure gasfOrmige Salzsiiure bis zur Siittigung ein. Nach dem 
Abkitthlen auf Eis erstarrte bald die ganze Masse krystallinisch. 
Sie wurde auf einem Kolertuchfilter abgenutscht und sehr scharf 

; : abgeprebt. Die noch ziemlich braun gefarbte Krystallinasse 
| wurde aus heifer Salzsiiture unter Anwendung von ‘ierkohle 
umkrystallisiert und zur Vervolistaéndigung der Abscheidung 
nochmals Salzsaure in die Losung eingeleitet. Im ganzen wurden 
70 g salzsaure Glutaminsiiure erhalten. 
U0,17589 g Substanz gaben 0,2131 g CO, und 0,0907 g H,O, 

Berechnet fiir C,H,.NO,CI: Gefunden: 

32.699 C und 5,43°/o H. 32.49°'o CG und 5,65°%o H. 

Die beim Umkrystallisieren des Glutaminsiaurechlorhydrates 
verbleibende Mutterlauge wurde mit dem urspriinglichen Filtrate 
der ersten Abscheidung vereinigt und nun die ganze Masse zur 
lsolierung der einzelnen Monoaminosiiuren unter vermindertem 
Druck zum Sirup eingeengt und durch Zugabe von Alkohol 
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und Einleiten von trockener, gasfOrmiger Salzsaiure, wie schon 
oft beschrieben, verestert. Die Ester wurden nach dreimaliger 
Veresterung mit Natronlauge und Kaliumcarbonat in Freiheit 
gesetzt und in Ather aufgenommen. 

Die Destillation der Ester gab folgende Fraktionen: 


Fraktion I: bis 60° des Wasserbades und 12 mm Druck = 9 ¢ 

> Il: 60 » 100° » > >» 12 > > = 14, 
Ill: > 105° » Olbades . 0,0 » > = 2 

> IV: » BIO? >» > > 0.9 > — 15> 


Die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte nach 
den schon oft in dieser Zeitschrift angefiihrten Methoden. Um 
Wiederholungen zu vermeiden, seien nur die wesentlichsten 
Punkte hier angefihrt. Fraktion I—III wurden sofort durch 
Kochen mit Wasser verseift. Bei der IV. Fraktion wurde zu- 
niichst durch Ausschiitteln mit Ather der Phenylalaninester ab- 
getrennt, der nach mehrmaligem Auswaschen der atherischen 
Losung mit Wasser ganz rein erhalten wurde. Der iibrige Teil 
dieser Fraktion mit den wasserigen Ausziigen wurde mit Baryt 
verseift. Erhallen wurden 3,4 g Phenylalanin. Es zeigte alle 
EKigenschaften dieser Verbindung. Leider verhinderte ein Unfall 
die Ausfiihrung der Analyse. 

Die verseiften Fraktionen I, If und Ill wurden zunichst 
zur Gewinnung des Prolins einzeln unter vermindertem Druck 
zur Trockene verdampft und der Riickstand mit absolutem Al- 
kohol ausgekocht. Samtliche alkoholischen Ausziige wurden 
vereinigt, unter vermindertem Druck verdampft, und der Riick- 
stand in Wasser aufgenommen. Durch Kochen der wiisserigen 
Losung mit tberschiissigem Kupferoxyd erhieiten wir das Kupfer- 
salz des Prolins, das durch Eindampfen zur Trockene und Aus- 
kochen des Riickstandes mit absolutem Alkohol in die in Alkoho! 
losliche aktive Kupferverbindung und die unl6ésliche racemische 
getrennt wurde. Nur das letztere Kupfersalz diente zur Analyse: 

0,5465 g lufttrockenes racemisches Kupfersalz verloren bei 120° 
0,0555 g Wasser. 


, 9) 
0.4910 g bei 120° getrocknetes Prolinkupfer gaben 0,1340 g CuO. 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu + 2H,0: Gefunden: 
10,99°/o H,O 10,16°/o H,O und 21,77° 0 Cu. 


und fiir (C,H,NO,),Cu: 21,81°/0 Cu. 
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Kine zweite Analyse einer weiteren Krystallfraktion hatte 

das gleiche Resultat: 

0.1800 g bei 120° getrocknetes Kupfersalz ergaben 0,0492 g CuO — 21,83 °/oCu. 
Die Ausbeute betrug 10 g aktives Prolin und 3,5 g racemisches. 

Der in Alkohol unlésliche Teil der Fraktion | bestand zum 
groBten Teil aus Glykokoll, das als Esterchlorhydrat abgeschieden 
wurde. Es schmolz bei 144° (korr.). 

0.1562 g Substanz gaben 0.1970 g CO, und O,1011 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden : 
34,41°/o C und 7,17°/o H. 34,39°/o und 7,19°%o H. 

Die letzte Mutterlauge des Glvkokollesterchlorhydrates 
wurde mit der entsprechenden aus Fraktion Il vereinigt. 

Die II. Fraktion ergab nach dem fraktionierten Krystalli- 
sieren: 2,1 ¢ Leucin. Zur Charakterisierung wurde eine Probe 
in das Kupfersalz verwandelt. 

0.2150 g Kupfersalz gaben 0,0534 g CuO. 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden: 
19.6% Cu. 19.8%Qo Cu. 

Aus der Mutterlauge des Leucins gewannen wir Alanin. 

Sein Kupfersalz gab folgende Zahlen: 
0.2207 ¢ Substanz gaben 0.0720 ¢ Cu. 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden : 
26,41 Cu. 26,30°% 0 Cu. 
Seine Menge betrug 1.2 g. 

Aus der Mutterlauge des Alanins, das sich gegen 296° 
(korr.) zersetzte, gewannen wir eine Substanz, die den Schmelz- 
punkt 238° (unkorr.) zeigte. Thre Menge betrug 1,7 g. Wie die 
Darstellung des Esterchlorhydrates und dessen Eigenschaften 
beweisen, lag Glykokoll vor. 

Die Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrates vereinigten 
wir mit der entsprechenden aus Fraktion II und dampften beide 
bis zur Trockene ein. Nun setzten wir die Ester mit Natron- 
lauge und Kaliumcarbonat in Freiheit und nahmen sie in Ather 
auf. Beim Verdampfen des Athers hinterblieb ein so kleiner 
Riickstand, dai eine weitere Verarbeitung ohne Aussicht war. 

Die Hauptmenge des Leucins fand sich in Fraktion Ill. 
Wir isolierten hier 12,0 g. 

0.1525 g Substanz gaben 0.3068 g CO, und 0,1400 g H,0. 
Berechnet fir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,96° 5 C und 9,92°o H. 04.87°/0 C und 10,20°/0 H. 
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Die IV. Fraktion enthielt Asparaginséure und Glutamin- 
siiure. Letztere wurde als Hydrochlorat isoliert und letztere 
aus dessen Mutterlauge nach Entfernung der Salzsiiure mit Blei- 
oxyd. Ein Teil der Asparaginsiure wurde ferner direkt aus 
dem gebildeten asparaginsauren Baryt gewonnen, der sich nach 
dem Verseifen dieser Fraktion mit Baryt am Boden des Ge- 
fiibes ausgeschieden hatte. Im ganzen wurden aus dieser Fraktion 
2.2 ¢ Asparaginsiiure und 1,5 g Glutaminséurechlorhydrat isoliert. 
Erstere gab folgende Zahlen: 


0.1634 g Substanz gaben 0,2166 g CO, und 0,0779 g H,O. 
Berechnet fiir C,H.O,N: Gefunden: 
36,0990 CG und 5,26°/o H. 36,15°/o GC und 5,30°%o0 H. 


Endlich wurde auch hier der bei der Destillation der Ester 
verbleibende Riickstand, wie tblich, durch Kochen mit Baryt 
behandelt. Im wesentlichen fanden wir nur geringe Mengen 
von Leucin und Glutaminsiiure. Letztere wurde als salzsaures 
Salz abgeschieden. Seine Menge betrug 9 g. 

Die Mutterlauge des Glutaminsaurechlorhydrates wurde 
mit Bleioxyd gekocht und so von der Salzsaure befreit. Beim 
Kinengen der vom geldsten Blei befreiten Losung erhielten wir 
noch einige Krystallisationen, deren Aussehen uns schon be- 
wies, dali Gemische und keine einheitlichen Substanzen vorlagen. 
Da ihre Menge gering war, verzichteten wir auf eine weitere 
Identifizierung. Die Gesamtausbeute an Glutaminsiiure betrug 
19,1°/o. Bei einer zweiten Bestimmung der Glutaminsiiure, bei 
welcher 100 ¢@ Gluten mit der dreifachen Menge rauchender 
Salzsiiure hydrolysiert worden waren, gewannen wir auf 100 g 
aschefreies Protein berechnet 24,0 g Glutaminsiiure. 


Nachtrag: In der Arbeit des einen von uns mit Fritz 
Pregl (Die Monoaminosiiren des krystallisierten Eieralbumins, 
diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 5. 30, 1905) sind bei der Zusammen- 
fassung der KResultate die Ausbeuten an Alanin und Leucin 
unrichtig wiedergegeben. Alanin 2,1 g ist zu ersetzen durch 
8,1 g und die Angabde Leucin 6,1 g durch 7,1 g. 





Emil Abderhalden. 








Uber das sogenannte Protagon der Niere. 
Von 
Th. Panzer. 


(Aus dem Universititslaboratorium fiir angewandte medizinische Chemie in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1906.) 


Mit histologischen Untersuchungen iiber die grobe weibe 
Niere beschaftigt machte mich Herr Privatdozent Dr. Oskar 
Stoerk, Assistent am Wiener pathologisch-anatomischen  In- 
stitute, auf das Vorkommen einer von den Histologen bisher als 
Protagon bezeichneten Substanz aufmerksam und stellte mir in 
liebenswurdigster Weise solehe Nieren zur chemischen Unter- 
suchung zur Verfiigung. Er hat die Ergebnisse seiner Unter- 
suchungen unter dem Titel « Uber Protagon und iiber die srobe 
welbe Niere» in den Sitzungsberichten der kaiserlichen Aka- 
demie der Wissenschaften in Wien (Mathem.-naturw. Klasse; 
Bd. CXV., Abt. I, Februar 1906) publiziert. Ich entnehme dieser 
Abhandlung folgende auf diese Substanz sich beziehende Siatze: 

«Das Protagon ...... tritt in der Niere bei mikro- 
skopischer betrachtung an zwei Stellen auf: intraepithelial in 
sehr wechselnder Reichlichkeit als Tropfchen und Granula im 
Protoplasma und im Zwischengewebe, in letzterem Bereich bis- 
weilen in solcher Menge, dai auch ein makroskopisches Er- 
kennen moglich ist. 

Sie sind fast ausschlieBlich bei entziindlich affizierten 
Nieren (mit EinschluB der arteriosklerotisch veriinderten), und 
zwar bei etwas laingerem Bestehen des Entziindungsprozesses 
anzutreffen. 

Das Bild des in der friiher erwahnten Weise gewonnenen 
Zupfpriiparates ist ein tiberaus charakteristisches. Man _ sieht 
neben celluliren Elementen farblose oder blab gelbliche, klumpige 
und schollige Gebilde, welche bei enger Blende einen eigen- 
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tiimlichen Glanz, bei Bewegung der Mikrometerschraube ein 
eigentiimliches Glitzern erkennen lassen. Im polarisierten Licht 
heben sie sich bei gekreuzten Nikols in weibem Atlasglanz 
leuchtend vom dunklen Grunde ab. 

Ks finden sich... . . . zwischen, auf und in den eigen- 
tiimlichen Schollen und Kliimpchen, welche im Nativgefrier- 
sehnitt dicht gedringte, stark lichtbrechende Tropfchen in 
mannigfacher Grofe umschlieben, nach Formolbehandlung scharf 
hervortretend mehr weniger reichlich krystallinische Bildungen 
in Form von kurzen, kleinen Krystallen..... . oder von 
feineren und groOberen Nadeln und Nadelbiischeln. Besonders 
die zentralen Anteile vieler grOSerer Schollen enthalten die 
letzteren oft in dichter Menge und soleche Schollen gewinnen 
dadurch schon bei Betrachtung mit schwacher Vergroferung ein 
vorwiegend parallel- und feinstreifiges Aussehen. 

Bei Fiirbung der Gefrierschnitte mit Fettfarbstoffen (Schar- 
lach R., Sudan III.) farben sich die scholligen Massen leuchtend 
celblich rot. 

In absolutem Alkohol, Aceton, Schwefelither, Benzin, 
Chloroform und Xylol wird die Substanz mehr weniger rasch 
gelOst, selbst Glycerin scheint sie bei liingerer Einwirkung = in 
eigentiimlicher und das optische Verhalten aufhebender Weise 
zu beeinflussen. Es finden sich niéimlich in Schnitten mit Glycerin- 
einschluf meist schon nach wenigen Wochen und im Laufe der 
Zeit immer mehr zunehmend vielfach an Stelle der doppelt- 
brechenden Elemente gréSere, wie durch Extraktion und Kon- 
fluenz entstandene, ziemlich stark gliinzende Tropfen ohne 
Doppelbrechung. 

Die Kinwirkung der Uberosmiumsiiure hebt stets die Fiihig- 
keit, doppelt zu brechen, auf. Betrachtet man die osmierten 
Gefrierschnitte oder Gefrierschnitte osmierter Gewebe in Wasser 
oder Glycerin, so erscheinen die Schollen sowie ein Teil der. .... 
intraepithelialen Tropfchen und Granula ungeschwarzt, in einem 
schmutzig blabbriiunlichen Farbton — von letzteren meist die 
kleineren und kleinsten: die grofSeren und groften intraepithelialen 
Troptchen oft schwarz («<primare Osmiumschwarzung>),. 


Ubertraigt man die Schnitte auf 24 Stunden in Alkohol, so er- 
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scheinen nunmehr alle Schollen und Trépfchen schwarz («se- 
kundare Osmiumschwiarzung»). 

Entfernt man die Osmiumschwiirzung aus dem Gefrier- 
schnitt, beispielsweise durch Behandlung mit H,O,, so_ stellt 
sich das Phanomen der Doppelbrechung nicht wieder ein.» 


Die erste Aufgabe der chemischen Untersuchung war natiir- 
lich die Reindarstellung der beschriebenen Substanz. Zuniichst 
wurden einige Vorversuche angestellt, und zwar wurden in der 
Meinung, dai es sich hier um Protagon oder eine iihnliche 
Substanz handle, Verfahren versucht, welche zur Darstellung 
von Protagon geeignet sind; sie fiihrten zu keinem Ziele. Durch 
weitere Versuche wurde siedendes Aceton als brauchbares 
Extraktionsmittel fiir die Substanz aufgefunden. 

Es wurden nun drei Nierenpaare, welche nach der mikro- 
skopischen Untersuchung viel von der doppeltbrechenden Sub- 
stanz enthielten, in Arbeit genommen und zwar wurde jedes 
Nierenpaar separat verarbeitet. 

Die Nieren wurden mit der Schere zerkleinert und in 
95°/oigem Alkohol unter Ofterem Wechseln des Alkohols durch 
mehrere W ochen gehirtet. Die gehiirteten Nierenstiickchen wurden 
hierauf durch ein engmaschiges Drahtsieb geprefit und der so 
erhaltene Brei mehrmals mit 95°/oigem Alkohol bei Zimmer- 
temperatur und hierauf mehrmals mit Aceton bei Zimmer- 
temperatur extrahiert. Die gut abgepreften Gewebsriickstinde 
wurden nun in etwa '/e2 Liter Aceton verteilt und die Fliissig- 
keit in bedecktem Gefiibe durch eine Viertelstunde auf dem 
Wasserbade in schwachem Sieden erhalten. Dann wurde rasch 


siedend heii filtriert und das Filtrat in den Eiskasten gestellt. 
: Am anderen Tage hatten sich aus der Flissigkeit farblose 

Krystallchen abgeschieden. Zwar erschienen diese Krystillchen 
bei mikroskopischer Betrachtung volikommen einheitlich, trotz- 
dem wurden sie noch mehrmals aus siedendem Aceton um- 


krystallisiert. So wurden aus jeder der drei Nieren einige Zenti- 
gramme bis 0,25 g gereinigter Krystalle erhalten. 
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Herr Dr. Stoerk hatte die Liebenswiirdigkeit, nachzu- 
weisen, daB diese Krystalle dasselbe Verhalten zeigten, wie die 
von ihm beschriebene Substanz (Doppelbrechung, Farbung mit 
Sudan Ill, Osmiumschwarzung). 

Die Krystalle, unter dem Mikroskope kurze Prismen, oft 
zu Drusen gruppiert, waren unlodslich in Wasser, schwer lés- 
lich in kaltem Alkohol und in kaltem Aceton, leicht l6slich in 
heiBem Alkohol, in heiBem Aceton, in Ather, Benzol und Chloro- 
form. Der Schmelzpunkt von jedem der drei Praéparate war 
68°C. Eines der drei Praparate wurde nochmals aus heifem 
Aceton umkrystallisiert, der Schmelzpunkt fnderte sich nicht. 

Die Substanz war frei von Stickstoff, Phosphor und Schwefel. 
Sie war also kein Protagon. Eine Probe der Krystalle, in Chloro- 
form gelést, wurde mit etwas Essigsaureanhydrid und einem 
Tropfen konzentrierter Schwefelsaure versetzt; erst nach einigen 
Minuten trat eine Griinfarbung auf, wie sie das Cholesterin 
bei gleicher Behandlung in viel kiirzerer Zeit zeigt. 

Kine Beimengung von Cholesterin erscheint nach der Kon- 
stanz des Schmelzpunktes, noch mehr aber nach dem einge- 
schlagenen Darstellungsverfahren vollkommen ausgeschlossen. 
Eben aus diesem Grunde wurde ja dieses Verfahren beibe- 
halten, obwohl es mit kolossalen Verlusten arbeitet und die 
erhaltenen Substanzmengen offenbar nur geringe Bruchteile des 
Gehaltes der Nieren an doppeltbrechender Substanz sind. 

Es war demnach an einen Ester des Cholesterins zu denken, 
wofiir auch das langsame Eintreten der Cholestolreaktion spricht. 
Indessen bereitete die Verseifung des Esters Schwierigkeiten. 
Als geeigneter Weg erwies sich die Verseifung mit Natrium- 
alkoholat in Benzollésung. 0,2 g des Esters wurden in 50 cem 
Benzol gelést, blanke Natriumsttickchen und etwas absoluter 
Alkohol zugesetzt: dann wurde auf dem Wasserbade zum Sieden 
erhitzt und vorsichtig absoluter Alkohol in kleinen Portionen 
eingetragen, bis das Metall eben geldst war. Das Sieden wurde 
hierauf unter Anwendung eines eingeschliffenen Riickflubkiihlers 
+ Stunden lang fortgesetzt. Nach dem vollstiindigen Erkalten 
wurde filtriert und die ungelésten Seifen mit Benzol ausge- 
waschen. Die vereinigten Benzolfiltrate wurden mit destilliertem 
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Wasser so oft ausgeschiittelt, bis das Wasser auf Lackmus nicht 
mehr alkalisch reagierte. 

Diese wiisserigen Fliissigkeiten wurden mit Bleiessig aus- 
cefillt: der entstandene Niederschlag enthielt nur sehr geringe 
Spuren organischer Substanz. 

Die gewaschene Benzolldsung wurde auf einem miibig 
geheizten Wasserbade verdunstet, der Abdampfriickstand in 
Alkohol geldst, die LOsung zum Sieden erhitzt und solange mit 
Wasser versetzt, bis sie in der Siedehitze triib blieb. Die 
Triibung wurde durch Zusatz von einigen Tropfen Alkohol in 
Losung gebracht, die Fliissigkeit hei filtriert und langsam er- 
kalten gelassen. Die hierbel sich ausscheidende farblose Sub- 
stanz wurde in der eben beschriebenen Weise noch zweimal 
aus wasserhaltigem Weingeist umkrystallisiert, schlieBlich in 
Chloroform gelost und die LOsung langsam verdunsten gelassen. 

Der hinterbleibende Riickstand war farblos und bestand, 
wie die mikroskopische Betrachtung erwies, nur aus Krystallen 
von der fiir Cholesterin typischen Krystallform. Sein Schmelz- 
punkt war 144° unkorr. (fiir Cholesterin 145°). Die Krystalle 
zeigten endlich die Liebermannsche Cholestolreaktion in den 
fiir Cholesterin charakteristischen Farben. 

Damit erscheint das Cholesterin dargestellt und identifizert. 

Zur Isolierung der mit dem Cholesterin veresterten Siiuren 
wurde der in Benzol ungeldst gebliebene Seifenriickstand in 
Wasser gelOst und die Losung mit Bleiessig ausgefallt. Der 
entstandene Niederschlag wurde auf einem Filter mit Wasser 
ausgewaschen, auf dem Wasserbade getrocknet und in einem 
gliisernen, nur mittels Glasschliffen, ohne Anwendung von Kork 
zusammengefiigten Soxhletschen Extraktionsapparate durch 
3 Tage mit Ather extrahiert. 

Die atherische Lésung wurde nun verdunstet und der 
Riickstand durch langere Zeit auf dem Wasserbade mit sehr 
verdiinnter Salzsiure behandelt. Er verwandelte sich dabei in 
einige Oltropfen von Hanfkorngréfe, welche auf der wiisserigen 
Fliissigkeit schwammen und beim Erkalten erstarrten. Die 
wasserige Fliissigkeit enthielt gelOstes Blei. 

Die erstarrten Oltrépfehen wurden mit destilliertem Wasser 
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gewaschen und zwischen Filtrierpapier getrocknet:; sie waren 
schwach briiunlich gefiirbt. Kleine Proben derselben wurden 
in Alkohol und in Ather gelist und die Lisungen auf Objekt- 
tragern langsam verdunsten gelassen; die Riickstinde zeigten 
unter dem Mikroskope Andeutungen von krystallinischer Struktur 
{kurze Prismen), bestanden aber grobtenteils aus amorphen 
Schollen. Die Substanz ldste sich leicht in Alkohol. Die 
alkoholische Losung reagierte auf Lackmus deutlich sauer. 

Der Schmelzpunkt der erstarrten Oltrépfehen war 39—40°. 

Kine Probe dieser Substanz wurde in verdiinntem Ammoniak 
gelost, die Losung auf dem Wasserbade abgedampft und der 
Riickstand in Wasser geldst. Die Losung gab mit Losungen 
von Chlorealcium, Chlorbaryum und Magnesiumsulfat Nieder- 
schliige, sie wurde auf Zusatz von Salzsiiure triib, klirte sich 
aber wieder beim Schiitteln mit Ather. 

Kine Probe der Siure wurde in Chloroform geldst und 
die Loésung mit einer sehr verdiinnten Losung von brom_ in 
Chloroform versetzt: die durch das Brom bedingte Gelbfiirbung 
verschwand. 

Die Siiure zeigt die Liebermannsche Cholestolreaktion 
nicht. 

Aus der in Ather unldslichen Bleiverbindung wurde ebenso, 
wie fiir das lisliche Bleisalz beschrieben, die Siiure abge- 
schieden. Ihre Menge war etwa doppelt so grof als die der 
Siiure aus dem lislichen Bleisalz. Auch sie bestand aus Ol- 
tropfen, die beim Erkalten erstarrten. Langsam verdunstete 
alkoholische oder iitherische LOsungen hinterlieben Riickstande, 
welche unter dem Mikroskope Tendenz zur Krystallisation zeigten. 
Auch gegen Reagenzien verhielt sie sich so wie die beschriebene 
Siiure: sie war leicht in Alkohol lOslich, die alkoholische Losung 
reagierte sauer, sie zeigte die bereits angefiihrten, den hoheren 
Fettsiuren zukommenden Fiillungsreaktionen, addierte Brom und 
gab nicht die Cholestolreaktion. Nur ihr Schmelzpunkt lag 
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hOher als der der ersten Siiure. namlich bei 53—)4° C. 
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Nach diesen Ergebnissen bin ich nicht imstande, die mit 
dem Cholesterin veresterte Siiure zu identifizieren. Sicher ist, 
dafB diese Saéure die Eigenschaften einer Fettsiiure zeigt, und 
daB sie eine ungesiittigte Verbindung ist. Es ist aber nicht 
auszuschlieben, dal} die dargestellte Siiure bereits ein Verin- 
derungsprodukt der im Ester enthaltenen Siure ist; dafiir wiirde 
auch die Verschiedenheit der Schmelzpunkte der aus der in 
Ather lislichen Bleiverbindung einerseits, der in Ather unlis- 
lichen andererseits sprechen. 

War einmal schon die leichte Verinderlichkeit in Betracht 
sezogen, so lag es nahe, an die Olsiiure zu denken. Der Olsiiure- 
cholesterinester ist bereits bekannt: er schmilzt nach Hiirthle?) 
bei 42° (Schmelzpunkt des aus den Nieren dargestellten Esters: 
68° C.). Die aus dem Ester abgeschiedene Siiure hat einige 
Ahnlichkeit mit der Elaidinsiiure, auch ihr Schmelzpunkt liegt 
nahe dem dieser Siiure. Ich habe daher, wie anhangsweise 
beschrieben werden soll, den Ester der Elaidinsiiure mit dem 
Cholesterin dargestellt. Der Schmelzpunkt dieses Esters stimmt 
mit dem des aus den Nieren erhaltenen Esters nicht uberein. 

Endlich wiére noch die Méelichkeit in Betracht zu ziehen, 
dali ein Gemenge mehrerer Ester vorliegt, dafi also nicht eine, 
sondern mehrere Siuren in der aus den Nieren dargestellten 
Substanz zu suchen wiren; dagegen spricht aber das einheit- 
liche Aussehen des Esters, die leichte Krystallisationsfihigkeit 
und die Konstanz des Schmelzpunktes. Hingegen wiirde fir 
ein Gemenge sprechen, dafi sich die abgeschiedenen Bleiseifen 
in zwei Fraktionen zerlegen lieBen, in eine in Ather lésliche 
und eine in Ather unlisliche; es ist aber auch ganz gut denkbar, 
daf die Bleiseife nur sehr schwer in Ather léslich ist, so dab 
eine dreitiigige Extraktion nicht zur vollstiindigen Erschopfung 
des Niederschlages geniigte. oder aber, dafi Verunreinigungen, 
Nebenprodukte der Verseifung, die Loslichkeit eines kleinen 
Teiles der Bleiseife bedingt haben. 

Da schon wiederholt auf die Méglichkeit hingewiesen wurde, 
dai die Siiure sich bei ihrer Abscheidung veriindert haben kann, 
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so muh auch dem Einwande begegnet werden, dai etwa die 
doppelte Kohlenstoffbindung in der Séure ebenfalls ein Kunst- 
produkt sei. Daf der Ester, wie durch einen Versuch fest- 
gestellt wurde, Brom addiert, beweist hier nichts, da auch das 
Cholesterin eine ungesiittigte Verbindung ist und Brom addiert. 
Vielmehr muf dieser Einwendung entgegnet werden, daf bej 
einer einfachen Verseifung nicht leicht Doppelbindungen ent- 
stehen und daS der Ester durch Uberosmiumsaure geschwiirzt 
wird, eine Reaktion, die bisher immer auf die Anwesenheit von 
Olsiiure (Cholesterin gibt keine Osmiumreaktion), also einer 
ungesiittigten Siiure, zuriickgefiihrt wurde. 

Die Literatur iiber das Vorkommen von Cholesterinestern 
im tierischen Organismus ist in einer jiingst erschienenen Arbeit 
von R. Biinz!) nachgewiesen. Es erscheint daher iiberfliissig. 
auf diese Literatur hier einzugehen, zumal da sie fiir den vor- 
liegenden Gegenstand keine Ankniipfungspunkte bietet. 

Ich kann also aussagen, dab die aus der groben weifen 
Niere dargestellte, von den Histologen als Protagon der Niere 
bezeichnete, krystallinische Substanz der Ester des Cholesterins 
mit einer ungesiittigten Siiure ist, welche, wie die Olsiiure, einige 
Kigenschaften der Fettsauren zeigt. 


Der Cholesterin-Elaidinsiureester. 
C,,H,, — CO-O- C,,H,s. 


Da ich in der Literatur keine Angaben tiber diesen Ester 
fand, soll er im folgenden beschrieben werden. 

2 g Elaidinsiiure (Merck) und 2,77 g aus menschlichen 
Gallensteinen dargestelltes Cholesterin wurden im zugeschmo!- 
zenen Rohr durch 24 Stunden auf 200° C. erhitzt. Nach dem 
Erkalten wurde die Réhre gedffnet, ihr brauner Inhalt mit sie- 
dendem Aceton aufgenommen und diese LOésung von wenig 
ungeléstem Harz durch Filtration befreit. Beim Erkalten schieden 
sich aus der filtrierten LOsung reichliche, noch braun gefarbte 
Krystallmassen aus, welche wiederholt, gegen Ende unter An- 
wendung von etwas Tierkohle, aus siedendem Aceton umkry- 
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stallisiert wurden. Der Schmelzpunkt der beiden letzten Kry- 
stallisationen war gleich. 

So wurden schlieBlich 0,7 g einer weiben, sehr leichten 
Substanz erhalten, welche unter: dem Mikroskope betrachtet 
aus zu Rosetten gruppierten kurzen, dicken Prismen bestand. 


| Sie schmolz bei 47° C., war unloslich in Wasser, schwer léslich 

| in kaltem Alkohol und in kaltem Aceton, leicht loslich in heiBem 
: Alkohol, in heiBem Aceton, in Ather, Benzol und Chloroform. 
| Sie zeigte die Liebermannsche Cholestolreaktion ebenso zi- 


gernd, wie der aus den Nieren dargestellte Ester. Die Elementar- 
analyse ergab folgende Zahlen: 


0.1924 g im Vakuum tiber Schwefelsiure getrockneter Substanz lieferten 
0.2058 g Wasser und 0,5864 g Kohlendioxyd. 

Berechnet fiir C,,H,,0, : Gefunden : 
(83,25 Jo 83,13 °/o 


H 11,81 °/o 11.98 °/o 








Notiz zur Darstellung von Tyrosin aus Seide. 
Von 


tmil Abderhalden und Yutaka Teruuchi. Tokio 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1906.) 


bei der allgemein angewandten Methode der Darstellung 
von Tyrosin aus Proteinen wird die Hydrolyse durch 10—1b- 
stiindiges Kochen des Eiweifkérpers mit verdiinnter (25°) oiger 
Schwefelsiiure herbeigefiihrt. Die Schwefelsiiure wird hieraut 
mit einer Losung von Baryt quantitativ entfernt. Es entsteht 
hierbei je nach der Menge des angewandten Proteins und damit 
auch der Schwefelsiiure ein mehr oder weniger umfangreicher 
Niederschlag von Baryumsulfat, der stets noch betrichtliche 
Mengen von Tyrosin einschliebt. Um eine gute Ausbeute an 
Tyrosin zu erhalten, ist es notig, den Baryumsulfatniederschlag 
mindestens zweimal griindlich auszukochen und abzupressen. 
Sehr gute Dienste leisten hierbei die Zentrifuge und die hydrau- 
lische Presse. Bei diesen Operationen erhiilt man grobe Fliissig- 
keitsmengen, deren Verarbeitung zeitraubend ist. Die Gewinnung 
von Tyrosin nach dieser Methode dauert mehrere Tage. Aus 
roher Seide erhielten wir durchschnittlich 30—40 g ganz reines 
Tyrosin. 

Die Darstellung des Tyrosins laft sich auf erordentlich 
vereinfachen, wenn die Hydrolyse des Proteins mit rauchender 
Salzsiiure vom spezifischen Gewicht 1,19 herbeigefiihrt wird. 
Wir kochten 500 g Seide 6 Stunden mit 1,5 1 rauchender Salz- 
siiure am Rickflubkiihler und dampften dann die Hydrolysen- 
fliissigkeit sofort unter vermindertem Druck zur Trockene ein. 
Den Kuckstand nahmen wir in 500 ccm Wasser auf und ver- 
damptten wiederum zur Trockene. Diesen Prozefi wiederholten 
wir nochmals, um moglichst viel Salzsiiure zu entfernen. Schlieb- 
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lich wurde der Rickstand in 1,5 | Wasser gelost, mit 25 ¢ 
Tierkohle energisch gekocht und dann filtriert. Das Filtrat war 
hellbraun gefarbt. Die abfiltrierte Tierkohle wurde mit Wasser 
ausgekocht und das Filtrat zur entfirbten Flissigkeit hinzugefiigt. 
Nun brachten wir die gesamte Fliissigkeit genau auf das Volumen 
von 2000 ccm und bestimmten in 5 eem durch Titration den Ge- 
halt an Salzséure. Durch Zugabe der berechneten Menge von 
Natronlauge neutralisierten wir die Salzsiure. Es fiel sofort 
ein dichter Niederschlag von schon recht reinem Tyrosin. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren war das Produkt vollstindig rein. 
Durch Einengen der Mutterlauge lassen sich neue Abscheidungen 
erzielen. Man kann auch von vornherein das Volumen der 
Fliissigkeit kleiner wiihlen. Die Ausbeute an analysenreinem 
Tyrosin betrug durchschnittlich 50—65 g aus 1 kg roher Seide. 
Die Mengen schwanken natiirlich etwas, je nach der Reinheit 
des angewandten Materiales. Sehr wichtig zur Erzielung einer 
guten Ausbeute ist das energische Auskochen der Tierkohile. 
Sie reift selbst aus Loésungen auffallend grofe Mengen von 
Tyrosin mit. Ist die Entfernung der Hauptmenge der Salzsiiure 
durch Eindampfen im Vakuum nicht mdglich, so empfiehlt es 
sich, dieselbe mit Kupferoxydul aus verdiinnter Losung zu fillen 
und im Filtrat das geliste Kupfer mit Schwefelwasserstoff zu 
entfernen. Auch hier miissen alle Niederschlige sorgftiiltig aus- 
sekocht werden. Ein direktes Eindampfen der Hydrolysentliissig- 
keit auf dem Wasserbade ist wegen der wohl eintretenden 
teilweisen Recemisierung des Tyrosins nicht zu empfehlen. Wir 
wollen noch erwiihnen, dafi es sich gleichfalls lohnt bei der 
Darstellung des Cystins, die Hauptmasse der Salzsiiure durch 
Verdampfen zu entfernen und dann nach Feststellung des ver- 
bliebenen Salzsiuregehaltes mit der berechneten Menge Natron- 
lauge zu neutralisieren. Wir werden auf diese Darstellungsweise 
des Cystins noch zuriickkommen. 












Die Monoaminosduren der Schalenhaut des Hiihnereies. 
Von 
Emil Abderhalden und Erich Ebstein, Gottingen. 





(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1906.) 


Die Schalenhaut der Vogeleier wird nach dem allgemeinen 
Usus zu der Gruppe der Keratine gerechnet und mit diesen 
zu den Albuminoiden, Fur diese Kinteilung sind hauptsiichlich 
physikalische Eigenschaften mabgebend gewesen. Keine Gruppe 
der Proteine ist so heterogen zusammengesetzt, wie gerade die 
der Albuminoide. Es ist zu hoffen, dai diese zum groBen Teil 
willkiirlich gewiahlte und zusammengesetzte Gruppe bald einer 
Kinteilung weicht, deren Grundlage eine melr chemische ist 
und einstweilen die Zusammensetzung der verschiedenartigen 
Vertreter dieser Gruppe beriicksichtigt. Die vorliegende Unter- 
suchung soll einen Beitrag nach dieser Richtung liefern. 

Das Ausgangsmaterial stellten wir aus ca. 25000 Eier- 
schalen vom Huhne wie folgt dar.!) Die Eierschalen wurden 
mechanisch zerkleinert und hierauf in einem Kessel mit Wasser 
mehrere Stunden mit einem groben Kuthrer in bestandiger be- 
wegung gehalten. Hierbei blieben die Schalenhaéute zum grofen 
Teil am Riihrer hangen, wiihrend die harten Schalenstiicke 
sich am Boden des Gefibes absetzten. Die gesammelten und 
von anhaftenden Schalenteilen soweit als moglich gereinigten 
Hiiute wurden nun mit 5°/oiger Salzsiiure langere Zeit stehen 
gelassen, dann mit 5°%/oiger Essigsaiure 5 Stunden auf dem 
Wasserbade gekocht und nun solange mit Wasser ausgewaschen. 
bis das Filtrat keine saure Reaktion mehr gab. Die Haute 
wurden dann getrocknet, in einer Handmihle zerkleinert und 


‘) Vergl. V. Lindwall, Beitrag zur Kenntnis des Keratins. Upsala 
Liikarep. forh. 16. 
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sehlieblich durch ein Sieb gerieben. Das sehlieBlich erhaltene 
Produkt stellte ein feines, gelbliches Pulver dar. Es gab mit 
Alkali gekocht beim Zusatz von Bleiacetat eine intensive Schwetel- 
bleireaktion. Beim Kochen mit Millons Reagens trat wohl 
Gelb-, aber nicht Rotfarbung auf. 

450 g des so dargestellten sogenannten «Ovokeratins » — be- 
rechnet auf die bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Sub- 
stanz und nach Abzug der Asche (0,51 °/o) — wurden 12 Stunden 
mit 31 25°/oiger Schwefelsiiure am RiickfluBkiihler gekocht. 
Die LOsung fiirbte sich dunkelbraun und hinterlieh beim Filtrieren 
20.0 g einer dunkelschwarz gefiirbten Substanz. Im Filtrat ent- 
fernten wir die Schwefelsiiure quantitativ mit Barvt und engten, 
nachdem der Baryumsulfatniederschlag wiederholt ausgekocht 
worden war, samtliche Filtrate stark ein. Die L6sung gab beim 
Kochen mit Millons Reagens keine Rotfiirbung. Tyrosin war 
somit nicht nachzuweisen und jedenfalls nicht vorhanden. Schlieb- 
lich wurde die Fliissigkeit unter vermindertem Druck vollig zum 
Sirup verdampft, und der Riickstand in gewohnter Weise mit Al- 
kohol und gasformiger Salzsiiure verestert. Die Veresterung wurde 
zweimal wiederholt und versucht, beim Einengen der alkoholischen 
Losung der Esterchlorhydrate der Aminosiiuren Glykokollester- 
chlorhydrat zur Abscheidung zu bringen. Es schieden sich beim 
Einimpfen von Krystallen von Glykokollesterchlorhydrat und beim 
Aufbewahren auf Eis wohl Krystalle ab, doch nicht in so reinem 
Zustande, dab eine direkte Bestimmung sich gelohnt hiitte. Wir 
verdampften deshalb bei vermindertem Druck zum dicken Sirup 
und setzten die Ester, wie gewohnt, mit Alkali und Kaliumearbonat 
in Freiheit. Die Destillation der Ester gab folgendes Resultat: 


Fraktion I: bis 100° des Wasserbades und 20) mm Druck 150 @ 
If: » 105° » Olbades >» 02 » oe SF > 
II: » ZOO” >» » () 2 She 


Im Destillationskolben verblieb ein dunkelrotbraun gefiirbter 
Kiickstand. In groBber Menge gingen bei der Destillation der Ester 
unter stark vermindertem Druck (0,2 mm) schwefelhaltige. in- 
tensiv riechende Produkte iiber. Sie kondensierten sich erst 
in der zweiten, mit fliissiger Luft gekiihlten Vorlage. Ihre Natur 
wurde nicht niiher festgestellt. 
































Emil Abderhalden und Erich Ebstein, 


Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen erfolgte in der 





gewohnten Weise. Die zwei ersten Fraktionen wurden durch 
Kochen mit der 8fachen Menge Wasser verseift. Aus der dritten 
Fraktion wurde zuniichst nach etwaigem Phenylalaninester ge- 
fahndet und der Rest der Fraktion mit baryt verseift. Die 
Verarbeitung der verseiften Fraktionen war die tbliche. Vor 
allem wurde durch fraktionierte Krystallisation eine Trennung 
der einzelnen Aminosiiuren herbeigefithrt. War die Reinheit 
einer Verbindung trotz gut stimmender Analysen zweifelhaft, so 
verwandelten wir sie in das Kupfersalz, frakuionierten dieses und 
verwandelten es schlieBlich durch Behandlung mit Schwefel- 
wasserstoff wiederum in die Aminosaure zurtick. Es lie sich 
so manches scheinbar ganz einheitliche Produkt in seine Kompo- 
nenten zerlegen. Prolin stellten wir, wie schon oft beschrieben, 
durch Auskochen der eingedampften beiden ersten Fraktionen 
mit Alkohol dar und trennten das durch wiederholtes Auflésen 
des isolierten Prolins mit Alkohol von beigemengten anderen 
Aminosiiuren moglichst befreite Gemisch von aktivem und ra- 
cemischem Prolin durch Darstellung des Kupfersalzes. Beim 
Auskochen des Prolinkupfers mit Alkohol bleibt das racemische 
Prolin zuriick. Es wurde aus Wasser umkrystallisiert. Das 
Glykokoll schieden wir als Esterchlorhydrat ab und die Glutamin- 
siiture als Chlorhydrat. 

Wir wollen gleich erwihnen, dafi es uns nicht gelungen 
ist, Phenylalanin mit gentigender Sicherheit nachzuweisen. Die 
Untersuchung mul nach dieser Richtung wiederholt werden. 

Fraktion I enthielt 9,9 g Leucin, 9,5 g Alanin und 16,75 g 
Glykokoll. 

Leucin: 


O.1768 g Substanz gaben 0,38545 g CO, und 0.1600 g H,O. 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,96°9/o CG und 9,92°%o H. 54,69" 0 C und 10,05°/o H. 
Alanin: 
O1848 g Substanz gaben 0.2742 g CO, und 0,1302 g H,0. 


Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden: 
H).45°0 C und 7,86° 0 H. H),42°'o C und 7,82°%o H. 
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Glykokollesterchlorhydrat, Schmelzpunkt 144° (korr. 

0,1998 g Substanz gaben 0,2525 g CO, und 0,1318 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,.NO,Cl: Gefunden: 
34,41°%o C und 7,17°0 H. 34,47°o C und 7,33°% 0 H. 

Aus der If. Fraktion gewannen wir: 5,0 g Aminovalerian- 
siure, 5,5 g Alanin, 22,0 g Leucin. 
Aminovaleriansiure: 

0.1825 g Substanz gaben 0,3416 g CO, und 0,1528 g H,O. 

Berechnet fir C,H,,NO,: Gefunden : 
51,28°o C und 9,40°%/o H. 51,05°%/o C und 930° 0 H. 

Aus Fraktion | und If wurden zusammen 17,2 ¢ Prolin 
gewonnen. Anaiysiert wurde das racemische Kupfersalz: 
0.1424 g Substanz verloren bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 

0.0142 g¢ Wasser. 
0.0926 g bei 120° getrocknetes Kupfersalz gaben 0,0251 g CuO 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu -+ 2 H,O: Gefunden: 
10,90°/o HO. 9,98 °/o, 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu: Gefunden : 

21.8% Cu. 21,61°'o Cu. 


Aus der Ill. Fraktion wurden 25,0 g Glutaminsiiure und 
4.91 g¢ Asparaginsaure isoliert. 
Asparaginsdure: 
0.1720 g Substanz gaben 0,2263 g CO, und 0,0848 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
36,0990 C und 5,26° 0 H. 33,88°/o C und 5,51°/o H. 
Glutaminsadurechlorhydrat: 

0.1733 g Substanz gaben 0.2086 g CO, und 0,0896 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,NO,C1: Gefunden : 
32,69°/o C und 5,45" 0 H. 32.82°/o C und 5,55°/o H. 

Nach der Abscheidung des Glutaminsiiurechlorhydrates 
wurde die Salzsiiure durch Kochen mit Bleioxyd entfernt und 
in der filtrierten Lésung das geliste Blei mit Schwefelwasser- 
stoff entfernt. Beim Einengen der vom Bleisulfid abfiltrierten 
Lésung krystallisierte zuniichst Asparaginsiiure aus. Im Filtrat 
fahndeten wir auf Serin. Es war unzweifelhaft vorhanden. 
Doch stimmte die Analyse des isolierten Produktes nicht vollig. 
Dieser Versuch mu wiederholt werden. 

Schlieflich haben wir auch hier den Destillationsriickstand 
in der gewohnten Weise untersucht und nach dem Kochen mit 
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Baryt und dessen quantitativer Entfernung mit Schwefelsiiure 
Glutaminsdure als Chlorhydrat abgeschieden. Die Ausbeute an 
Glutaminsiiure betrug 10,0 g. Durch einen Unfall ging die 
Mutterlauge des Glutaminsiurechlorhydrats verloren. Sie ent- 
hielt ohne Zweifel noch mehr Glutaminsiiure und wahrscheinlich 
noch Leucin. 

Berechnet man die gefundenen Mengen von Aminosiuren 
auf 100 g bei 100° getrocknetes, aschefreies «Ovokeratin», so 
erhilt man folgende Zahlenwerte: 


Glykokoll 3,9/o 
Alanin 3,5 %/o 
Aminovaleriansiure 1,1°%o 
Leucin 74% 0 
Prolin 4,0°/o 
Glutaminsaéure 8,1°/o 
Asparaginsaure 1,1°/o 


Wir geben diese Zahlen mit dem Vorbehalt an, dab sie 
Minimalzahlen darstellen und zwar nicht nur deshalb, weil die 
EKstermethode an und fiir sich keine quantitativen Ausbeuten 
ermoglicht, sondern weil an mehreren Stellen der Durchfthrung 
dieser Hydrolyse die Reindarstellung der einzelnen Produkte 
mit besonderen Verlusten verkniipft war. Wie schon betont, 
diirfte auch Serin vorhanden gewesen sein. Uber das Vor- 
kommen von Phenylalanin gestattet uns diese Untersuchung 
kein abschliebendes Urteil. 











Die Monoaminosduren des Keratins aus Eiern von Testudo graeca. 
Von 


Emil Abderhalden und Eduard Strauss, 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin ) 


‘Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1906.) 


Durch die Giite des Herrn Dr. Hasselwander in Miinchen 
gelangten wir in den Besitz von EKierschalen von Testudo graeca. 
Uns interessierte die Frage, ob die Schalenhaut dieses Reptils 
eine ahnliche Zusammensetzung aufweist, wie diejenige des 
Huhnes.!) Wir kénnen gleich bemerken, dafi die Untersuchung 
auf Monoaminosiauren, sowie die gewOhnlichen Eiweibreaktionen 
eine weitgehende Ubereinstimmung dieser beiden Proteine ver- 
muten labt. Die uns zur Verfiigung stehende Ovokeratinmenge 
war zu gering, um diesen Nachweis exakter zu gestalten. Die 
Darstellung des Ovokeratins erfolgte teils durch mechanische 
Entfernung der harten Schalen, teils durch deren Losung_ in 
verdiinnter Salzsiiure. Die verbleibenden Schalenhaéute wurden 
durch Aufkochen mit verdiinnter Essigsiure von anhaftendem 
Eiereiweif befreit, dann mit Alkohol und Ather ausgekocht und 
bei 110° getrocknet. Die gepulverte Substanz gab eine sehr inten- 
sive Schwefelbleiprobe. Die Millonsche Probe fiel negativ aus. 

17 g des gewonnenen Ovokeratins wurden mit rauchender 
Salzsiiure unter den gewohnten Bedingungen hydrolysiert und 
nach dem Eindampfen der Hydrolysenfliissigkeit der Riickstand 
verestert. Zur Befreiung der Ester wurde nach zweimaliger Ver- 
esterung die alkoholische LOsung der Esterchlorhydrate vollig zur 
Trockene verdampft, der Riickstand in absolutem Athylalkohol 
gelost und die braune Lésung nach dem Kochen mit Tierkohle 
auf genau 100 ccm aufgefiillt. Nun bestimmten wir in einem 


1) Vergl. S. 530 dieses Heftes dieser Zeitschrift. 
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aliquoten Teil den Gehalt an Salzséure und setzten mit der 
berechneten Menge einer 2'/2°/oigen Natriumiithylatl6sung die 
Ester in Freiheit. Die Ester wurden destilliert und zwar in 
vier Fraktionen. 

Die erste (bis 60° des Wasserbades und 12 mm Druck) 
enthielt hauptsichlich Alkohol. Sie wurde nach Zusatz von 
wiasseriger Salzsaure zur Trockene verdampft. Es verblieb ein 
kleiner Kiickstand, der mit Alkohol versetzt wurde. Nach dem 
Kinleiten von gasformiger Salzséure, dem Impfen eines Kry- 
stillchens von Glykokollesterchlorhydrat und dem Stehen in Kis 
erfolgte bald eine bei 144° (korr.) schmelzende Abscheidung von 
feinen Niidelchen. 

Die zweite Fraktion (bis 100° des Wasserbades und 12 mm 
Druck) gab nach dem Verseifen und Auskochen des Riickstandes 
der eingedampfen Losung mit Alkohol Glykokoll, das als Ester- 
chlorhydrat nachgewiesen wurde. 

Aus der dritten Fraktion (bis 105° des Olbades und 0,4 mm 
Druck) isolierten wir Leucin, dessen Kupfersalz wir analvsierten: 
00,0897 g Substanz gaben 0,0224 g CuO. 

Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden : 
19,9°%o Cu. 19,63°/o Cu. 

Auch diese Fraktion hatten wir zuerst zur Trockene ver- 
dampft und mit Alkohol ausgekocht. Die alkoholische Losung 
aus Fraktion 2 und 3 ergab 2 g Prolin. 

0.0325 g bei 120° getrocknetes, racemisches Prolin gaben 0.0088 g CuQ. 
Berechnet: 21,890 Cu. Gefunden: 21,6° 0 Cu, 

Alanin war wahrscheinlich auch vorhanden, konnte jedoch 
nicht identifiziert werden. 

Die vierte Fraktion endlich enthielt Asparaginsaure 0,2 g 
und 0,5 g Glutaminsaure. Letztere wurde als Chlorhydrat nach- 
gewiesen. Phenylalanin wurde mit Hilfe der Phenylacetaldehyd- 
reaktion wahrscheinlich gemacht. 








Weitere Beitrage zur Kenntnis der proteolytischen Fermente 
der tierischen Organe. 
Von 
Emil Abderhalden 
und Andrew Hunter, Carnegie Research Fellow, Edinburgh 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1908.) 


Vor kurzem hat der eine von uns in Gemeinschaft mit 
Dr. Teruuchi!) iiber die Einwirkung von wiisserigen Ausziigen 
der Leber des Rindes auf einige Peptide berichtet. Es ergab sich, 
dafi das genannte Organ auferordentlich wirksame proteolytische 
Fermente enthalt. Es wurden Peptide, wie das Leucyl-glycin 
und Glyeyl-glycin, die von aktiviertem Pankreassaft nicht in 
nachweisbarer Menge gespalten werden, vom Leberextrakt an- 
gegriffen. beim Leucyl-glycin lief sich feststellen, dab die 
Spaltung asymmetrisch verlauft, d. h. es war offenbar |-Leucin 
abgespalten worden. Ks war wiinschenswert, diese Versuche 
auf weitere Organe auszudehnen, und vor allem war es von 
Interesse, auch andere Peptide in den Kreis dieser Unter- 
suchungen zu ziehen: und ferner festzustellen, ob die ent- 
sprechenden Organe verschiedener Tierarten in qualitativer und 
quantitativer beziehung sich ahnlich verhalten, oder aber, ob 
sich Unterschiede nachweisen lassen. Es ist bereits bei der 
ersten Mitteilung betont worden, dal eine exakte Verfolgung 
der proteolytischen Zellfermente einstweilen einzig und allein 
mit Hilfe der Peptide moglich ist, denn von ihnen kennt man 
genau die Struktur: ferner kann auch im Einzelfalle die Frage 
entschieden werden, welchen Einfluf{ die Konfiguration der ein- 
zelnen Verbindungen hat. 

Bei der vorliegenden Untersuchung benutzten wir nicht 
wasserige Ausziige von Organen, sondern direkt Organprefsaft. 
Auf die Bedeutung solcher Prebsafte zu phvsiologischen Unter- 
suchungen hat namentlich E. Buchner hingewiesen. Seine 


1 Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Das Verhalten 
einiger Peptide gegen Organextrakte, Diese Zeitschrift. Bd. XLVI, S. 466 
1906 
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Freundlichkeit verdanken wir auch die genaueren Angaben ihrer 
Darstellung. Sie ist der Gewinnung des Hefeprefsaftes im 
Prinzipe nachgeahmt. Auch hier wird zunachst das Organ im 
Morser mit Seesand mdglichst fein zerrieben, dann mit Kiesel- 
gur innig vermengt und zwar mit einer solchen Menge, daf 
das Ganze eine plastische Masse bildet. Diese wird dann in 
Segeltuch eingepackt und unter der hydraulischen Presse bis zu 
300 Atmosphiiren Druck ausgeprebt. Der zunichst abflieBende 
Saft, der zum groben Teil aus Wasser und Blut besteht, wurde 
nicht beniitzt, sondern erst der bei hGherem Druck ausfliebende. 
Um Storungen in der Gewinnung des Prefisaftes zu vermeiden, 
empfiehlt es sich, den Druck beim Auspressen ganz allmahlich 
zu steigern. Den abfliebenden Saft sammelten wir in einem 
in Kis eingepackten Gefiihe, in dem sich etwas Toluol befand. 
Aus 1 kg Leber erhielten wir, je nach der Dauer des Pressens, 
1L00—150 cem Prebsaft. Er war ganz klar und rotlich gefiirbt. 
Zur Entfernung von mitgerissenen Bestandteilen und des grobten 
Teiles des Fettes zentrifugierten wir den PreBsaft. Wir verwandten 
ihn dann sofort. Die benutzten Organe stammten alle von frisch ge- 
toteten und entbluteten Kaninchen. Verwendet wurde Muskel-, 
Leber- und Nierenprebsaft. Zur Priifung kamen die folgenden drei 
Peptide: dl-Leucyl-glycin, Glycyl-dl-alanin und Glycyl- 
glycin. 

Das Resultat dieser Untersuchung war, dai die drei ver- 
wendeten Organprebsiifte alle drei Peptide spalteten. Die bei den 
einzelnen Versuchen angewandte Methodik war folgende: Das 
Peptid wurde in Wasser gelést und mit einigen Kubikzentimetern 
des betreffenden Organprefsaftes und mit Toluol versetzt einige 
Zeit im Brutraum aufbewahrt. Man hatte jetzt die mit dem 
Organprebsaft zugeftihrten Eiweiikorper einfach durch Koagu- 
lation entfernen konnen. Wir unterlieben diesen Eingriff, um uns 
vor dem Einwande zu schiitzen, dafi das Aufkochen die Ursache der 
Spaltung der Peptide gewesen sei. Wir dialysierten vielmehr gegen 
Wasser und zwar solange, als nachweisbare Substanzmengen in 
das Dialysat tibergingen. Dieses wurde beim jedesmaligen W echsel 
der Fliissigkeit stets sofort unter vermindertem Druck und _ bei 
einer 40° des Wasserbades nicht itibersteigenden Temperatur 
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eingedampft. Beim Dialysieren vermieden wir durch geniigenden 
Toluolzusatz den Eintritt von Faulnis. Bei der weiteren Unter- 
suchung auf gebildete Aminosiuren hielten wir uns an die in 
der friiheren Mitteilung angefiihrten Methode.') 

Wir teilen den Gang und Verlauf der einzelnen Unter- 
suchungen nach Peptiden geordnet mit. 


1. dl-Leucyl-glycin. 

Je 4 g Leucvl-glycin wurden in 180 cem Wasser gelost 
und zu der einen (A) Probe 10 ccm Nierenprebsaft, zu der anderen 
(B) 20 ccm Leberprefsaft und zur dritten (GC) 40 ecm Muskelpreb- 
saft zugesetzt. Alle drei Proben wurden dann nach Zusatz von 
Toluol im Brutraum aufbewahrt. Probe A verblieb 4 Tage 
bei 37°, Probe B und C wurden dagegen schon am 3. Tag 
verarbeitet. Alle drei Proben wurden zunichst drei Tage dialy- 
siert und die Dialysate unter vermindertem Druck eingedampft. 

Der hierbei verbleibende Riickstand der Probe A (Nieren- 
prefsaft) wurde in Wasser gelést, und die Losung auf dem 
Wasserbade bis zur Kristallisation eingeengt. Im ganzen wurden 
drei Fraktionen gewonnen: 

1. 1.25 g Zersetzungspunkt 279° (unkorr. 

2.if * 2429 ( >» 

3. 1.8 > 230° | ). Diese Fraktion enthiell 
viel Asche. 

Aus der ersten Fraktion lieben sich durch Umkrystallisieren 
aus heiBem Wasser, unter Anwendung von Tierkohle, O,8 g 
reines Leucin gewinnen. Es zersetzte sich bei 289° (unkorr.). 

Kine Lésung von 0,4543 g Substanz in 20°/oiger Salzsiiure, 
die das Gesamtgewicht 89753 g und das spezifische Gewicht 
1,1 hatte, drehte Natriumlicht im !/z-dm-Rohr bei 20° 0,44° 
nach rechts. 

fap” = + 15,89 

Es hatte sich somit ziemlich reines |-Leucin gebildet. 

Die 2. und 3. Krystallfraktion wurde mit der fiinffachen 
Menge Alkohol iibergossen und gasfOrmige Salzsiiture bis zur 
Sattigung eingeleitet. In der iiblichen Weise wurden 1,1 g Glyko- 
kollesterchlorhydrat gewonnen. Es schmolz gegen 142° (unkorr.) 
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Das Filtrat des Glykokollesterchlorhydrates wurde mit 
Alkohol verdiinnt und in die klare Losung trockenes Ammoniak- 
gas eingeleitet. Das sofort ausfallende Chlorammonium wurde 
abfiltriert und die etwas eingeengte Fliissigkeit in der Kite 
aufbewahrt. Die Fliissigkett erstarrte bald gallertig. Diese 
offenbar nicht krystallinische Ausscheidung nutschten wir ab. 
Auf dem Filter verblieb nach scharfem Abpressen eine leicht 
braun gefirbte Masse, der sich der Farbstoff durch Waschen 
mit Aceton entziehen lief. Die Ausbeute betrug 0,9 g. Die 
Substanz zersetzte sich nach dem Umlosen aus heifem Aceton 
gegen 237° (unkorr.). 

Kine Losung von 0,2260 g Substanz in Wasser, die das 
Gesamtgewicht 11,5976 g hatte, drehte im 1-dm-Rohr Natrium- 
licht 0O,34° naeh links. Daraus berechnet sich 


7D eye 
ja} == — 17,5b°. 


ig 

Alle Eigenschalten des isolierten Produktes sprechen datfiir, 
dal} Leucyl-glycinanhydrid vorlag. Nun dreht das aktive Leucyl- 
glycinanhydrid 31,7°.!) Wir miussen deshalb annehmen, dal 
im vorliegenden Falle neben dem aus der asymmetrischen Spaltung 
des d-l-Leucyl-glycins hervorgegangenen d-Leucyl-glycin noch 
unverdndertes d-l-Leucyl-glycin vorhanden war. Es war somit 
ein Teil des angewandten Peptids unveriindert geblieben. 

In ganz analoger Weise wurden die mit Leber- und 
Muskelsaft versetzten Proben B und C verarbeitet. Aus der 
Probe B wurden folgende Krystallfraktionen gewonnen: 


1. 1,89 g Zersetzungspunkt 272° (unkorr.) 
eA OS? > > 230° ( " ) 
3. 0,88 » 2269 ( «  ) 


Aus der ersten Fraktion erhielten wir 0,7 g reines Leucin. 
Es zersetzte sich gegen 293° (unkorr.). 
Kine Lésung von 0,5112 g in 20°%/oiger Salzsaéure, welche 
das Gesamtgewicht 10,2958 g und das spezifische Gewicht 1,1 
hatte, drehte im !/2-dm-Rohr -+ 0,39°.  Somit 
w L 14,5 9. 
* 


') Vel. Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Di- 


peptiden bei der Hydrolyse der Proteine, Berichte d. Deutsch. chem. Ges.. 
Jg. XXXIX, S. 2315, 1906. 
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Aus Fraktion 2 und 3 erhielten wir 1,0 g Glykokollester- 
chlorhydrat und 1,2 g Leucyl-glycinanhydrid. Ersteres schmolz 
bei 142° (unkorr.) und letzteres zersetzte sich gegen 242° 
(unkorr. ). 

Kine Losung von 0,1448 g in Wasser, welche das Ge- 


samtgewicht 11,4788 g hatte, drehte im 1-dm-Rohr — 0,30° = 
la}? = — 23,8° 
\ 2()0 } 


In diesem Falle war unzweifelhaft der bei weitem grobte 
Teil des Leucyl-glycins gespalten worden. 

Bei der Probe mit Muskelprebsaft erhielten wir 0,72 g 
reines Leucin vom Zersetzungspunkt 293° (unkorr.). 

Kine Losung von 0,9058 g Substanz in 20°/oiger Salz- 
siiure, die das Gesamtgewicht 10,1476 g und das spezitische 
Gewicht 1,1 hatte, drehte im 1-dm-Rohr 0,83° nach rechts. 
\D 


a|? = + 15,2° 


| 20° 

Aus der Mutterlauge des Leucins isolierten wir 1,5 ¢ 
Glykokollesterchlorhydrat und 1,0 g_ Leucyl- glycinanhydrid. 
Ersteres schmolz bei 141° (unkorr.), letzteres gegen 242° (un- 
korr.). Ein Teil des Priiparates krystallisierte in flachen Prismen, 
der Rest schied sich in gallertigen Klumpen aus. Wie der Be- 
fund der optischen Untersuchung zeigt, entspricht das krystal- 
linische Produkt offenbar dem unveriinderten d-l-Leucyl-glycin 

0.1862 ¢ Substanz im Wasser geldst. Gesamtgewicht der 


Losung = 5,7501 g. Drehung im 1-dm-Rohr — 0,43". 
f D ‘ ‘ 
ct] a ~ 3.3° 
20° 


2. Glycyl-dl-Alanin. 


Von diesem Peptid wurden je 4 g verwandt und in 20 ecm 
Wasser gelést. Auch hier priiften wir die Wirkung von Nieren-, 
Leber- und Muskelprefisaft. Von ersterem setzten wir 5 ccm, 
vom Leberprefsaft 10 und vom Muskelprefsaft 20 cem zu. 
Die erstere Probe wurde 4, die zweite 3 und die letzte eben- 
falls 3 Tage unter Toluolzusatz im Brutraum aufbewahrt. Nach 
dieser Zeit wurden die einzelnen Proben so lange der Dialyse 
unterworfen, als eine Probe des Dialysats beim Verdampfen 











Emil Abderhalden und Andrew Hunter, 


einen erheblichen Riickstand hinterlieB. Die Dialysate ver- 
dampften wir bei 35° unter vermindertem Druck zur Trockene. 
Da die weitere Verarbeitung bei allen drei Proben dieselbe 
war, so sei sie in ihren Grundziigen hier kurz im Zusammen- 
hang erwihnt. 

Der beim Verdampfen der Dialysate verbleibende Riick- 
stand wurde in der gewohnten Weise mit Alkohol und gas- 
formiger Salzsiiture zweimal verestert. Nun wurde versucht, 
Glykokollesterchlorhydrat durch Einimpfen eines Krystillchens 
dieser Verbindung und lingeres Stehenlassen auf Eis zur Ab- 
scheidung zu bringen. bei dem Versuche mit Nierenprebsaft 
gelang dies, wihrend bei den beiden anderen Proben die 
Abscheidung zu gering war, als dafi sich eine direkte Gewin- 
nung des Glykokolls gelohnt hiitte. Beim ersten Versuch wurde 


die Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrates —- gewonnen 
wurden 1,56 g — vollig eingedampft. In gleicher Weise 


wurde die alkoholische Losung der Esterchlorhydrate der 
ubrigen beiden Versuche behandelt. Nun ldsten wir den 
Riickstand in einer bestimmten Menge Alkohol, stellten in 
einem aliquoten Teile den Salzsiiuregehalt genau fest, setzten 
mit der genau berechneten Menge einer 2?3/2°/oigen Natrium- 
athylatlosung die Ester in Freiheit, filtrierten vom ausgeschie- 
denen Kochsalz ab und destillierten das Filtrat unter vermin- 
dertem Druck. Hierbei gehen die Monoaminosiiurester  iiber, 
withrend die Peptidester zuriickbleiben. Im Destillat wiesen 
wir die Monoaminosiiuren durch dessen Eindampfen nach Zu- 
gabe von wiisseriger Salzsiiture nach. Den Destillationsriick- 
stand befreiten wir durch nochmaliges Ausschiitteln mit Ather 
von den letzten Spuren von Monoaminosaureestern. Diese 
iitherische Losung verdampften wir und gaben den Riickstand 
zum oben erwahnten Destillat. Aus dem Destillationsriickstand 
endlich wurde etwa vorhandenes Peptid durch Uberfiihrung des 
Peptidesters in das Anhydrid nachgewiesen. 

Das Kesultat war in den einzelnen Versuchen folgendes: 

1. Nierenprefsaft: Isoliert wurden 1,56 g Glykokoll- 
esterchlorhydrat yom Schmelzpunkt 142° (unkorr.). Bei der 
Verseifung der destillierten Ester mit Salzsiiure verblieb beim 
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Verdampfen ein Riickstand von 0,4 g. Er wurde in Wasser 
celist und das optische Verhalten geprift. Es war keine 
Drehung des polarisierten Lichtes nachweisbar. Offenbar lag 
Glykokoll vor. Der Nachweis von Alanin gelang nicht. Aus 
dem Destillationsriickstand gewannen wir, nachdem er in 
Alkohol gelost und in die alkoholische L6sung Ammoniak 
eingeleitet worden war, nach dem Aufkochen 0,5 g Glycyl- 
alaninanhydrid. 

Es zersetzte sich gegen 251° (unkorr.). 

0.1724 ¢ Substanz in Wasser geldst. Gewicht der Losung 
5.4590 g. Sie drehte im 1-dm-Rohr Natriumlicht 0,14° nach 
rechts. 


Reines Glycyl-d-Alaninanhydrid dreht nur unbedeutend mehr.) 
Ks lag somit ein ziemlich einheitliches Produkt vor und auch 
hier war somit der Abbau asymmetrisch erfolgt. 

2. Leberprefsaft: Gewonnen wurden 1,51 g Glykokoll- 
esterchlorhydrat vom Schmelzpunkt 142° (unkorr.) und 1,3 g 
salzsaures Alanin. 0,4226 g des salzsauren Salzes wurden in 
Wasser gelést. Gewicht der Losung 6,9308 g. Drehung im 
| dm-Rohr + 0,47°. 


— — 
lal = + 7,6° 


= | 
Es handelte sich somit um wahrscheinlich mit etwas Glykokoll 
verunreinigtes d-Alanin. Aus dem Destillationsriickstand wurden 
0.4 g Glycyl-alaninanhydrid erhalten. Es zersetzte sich gegen 
228° (unkorr.). 

0.2225 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 3.9657 g. Sie drehte im 1-dm-Rohr 0,23° nach rechts. 


faJ? = + 4,1° 
20° 
3. Muskelprefsaft: Glykokollesterchlorhydrat 1,3 g vom 
schmelzpunkt 142° (unkorr.), 1,0 g salzsaures Alanin und 0,6 g 
Glycyl-alaninanhydrid. 
Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung eines Di- 
peptids bei der Hydrolyse des Seidenfibroins, Berichte der Deutch. chem. 


Je. XXXIX. S. 752. 1906. 


Gesellschaft, 








































Emil Abderhalden und Andrew Hunter, 


Das gewonnene Alanin war d-Alanin, jedoch ziemlich un- 

reines, wie die Bestimmung des optischen Verhaltens ergal). 

0, 4830 g des salzsauren Salzes in Wasser gelést. Ge- 

wicht der Losung 6,6952 g. Sie drehte im 1-dm-Rohr -+ 0,42°, 
fa)? = +L 5.829 


300 ’ 
Die optische Bestimmung des Glycyl-alaninanhydrids  ergah 
folgendes HKesultat: 

0.3252 ¢ Substanz in Wasser geldst. Gewicht der Losune 
7o4#ol g. Spezifisches Gewicht 1,07. Sie drehte im 1 dm- 
Rohr 0,20° nach rechts. 


| iD ! fs 
ja] = + 4,34 


: 2()0 


) 


Das Resultat aller drei Versuche ist somit einheitlich. In 
allen drei Fallen konnten Glykokoll, d-Alanin und aktives Peptid 
nachgewlesen werden. 

3. Glycyl-glycin. 


Mit diesem Peptid sind folgende Versuche ausgefiihr' 
worden: 


1. 3 ¢ Glycyl-glycin in 20 ccm Wasser gelést -+- 5 ccm Nierenprefsat 
2.3 20» » - 5 » Leberprefsatt. 
3. 3 20) 2 » -+-10 >» Muskelprefsatt 


Alle drei Proben verblieben nach Zugabe von Toluol dre: 
Tage im brutraum. Die Verarbeitung war hier genau dieselbe. 
wie im vorigen Versuche. Wir isolierten Glykokoll als Ester- 
chlorhydrat und das unveranderte Glycylglycin als Glycinanhydrid. 

|. NierenpreBsaft: Es wurden 1,2 g Glykokollester- 
chlorhydrat vom Schmelzpunkt 142° (unkorr.) und 0,63 g Glycin- 
anhydrid gewonnen. 

2. LeberpreBsaft: Erhalten wurden 1,5 g Glykokoll- 
esterchlorhydrat und 0,9 g¢ Glycinanhydrid. 

4. MuskelpreBsaft: Isolert wurden 0,6 g Glykokoll- 
esterchlorhydrat und 1,2 ¢ Glycinanhydrid. 

Die Prebsifte aller drei Organe hatten somit Glyeyl-glycin 
zerlegt. Ein erheblicher Teil dieses Peptids entging der Spaltung. 

Diese Versuche ergeben, dafi die untersuchten Organe de- 
Kaninchens sehr wirksame_ proteolytische Fermente enthalten. 
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Der durch sie bewirkte Abbau der untersuchten Peptide gleicht 
in den einzelnen Phasen vollstindig der durch das proteolytische 
Pankreasferment bedingten Hydrolyse, denn auch hier erfolgte 
die Spaltung asymmetrisch und zwar in der Art, dab die den 
natiirlich vorkommenden Aminosauren entsprechenden optischen 
Komponenten zur Abspaltung kamen. Eine Sonderstellung nimmt 
das Glycyl-glycin ein, das ja, wie seine Komponenten, kein 
asymmetrisches Kohlenstoffatom enthalt. 

Wir wollen noch erwiihnen, dab die Ausbeuten an den 
isolierten Produkten im allgemeinen keine sehr guten waren. 
Verluste waren unvermeidlich. Schon bei der Dialyse entsteht 
die Gefahr, dab ein Teil der entstandenen Produkte im Schlauche 
zuriickgehalten wird. Ferner beziehen sich die obigen Zahlen- 
angaben stets auf die vollig gereinigten Verbindungen. An 
Rohprodukten erhielten wir natiirlich viel mehr. Es blieb natiirlich 
auch die Moglichkeit offen, dab ein Teil der Abbauprodukte 
weiter gespalten worden ist. Wir werden auf diese Annahme 
noch zuriickkommen. Schlieblich wollen wir noch hervorheben, 
dah wir nach dem Erscheinen unserer ersten Abhandlung tiber 
die Einwirkung von Organextrakten auf Peptide auf eine uns 
damals unbekannte Arbeit von Peter Bergell und Liep- 
mann!) aufmerksam geworden sind, in der diese Autoren tiber 
proteolytische Fermente in der Placenta berichten. Wir erwahnen 
diese Versuche der Vollstiindigkeit wegen. Sie beriihren unser 
spezielles Arbeitsgebiet und unsere Fragestellung nicht. Wir 
mochten hier der Hoffnung Ausdruck geben, dab uns dieses Gebiet, 
das wegen der Schwierigkeit der Beschaffung der Peptide, den 
keineswegs einfachen Verhiiltnissen und den notwendigen um- 
fassenden Untersuchungen naturgemii} nur ganz allmiihlich aus- 
gebaut werden kann, fiir einige Zeit iiberlassen bleibt. Wie 
schon friher betont, ist der eine von uns in Gemeinschaft mit 
Dozent Dr. Schittenhelm mit dem Verhalten der proteolytischen 
Fermente unter pathologischen Verhialtnissen beschaftigt. 


') Peter Bergell und W. Liepmann, Uber die in der Placenta 
enthaltenen Fermente, Miinchener Mediz. Wochenschr., Nr. 46, L905 








Uber das Verhalten des Cholesterins gegen das Licht. 
Il. Mitteilung. 


Von 
E. Schulze und E. Winterstein. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zurich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1905.) 


Wie in unserer ersten Mitteilung!) gezeigt worden ist, 
erleidet das Cholesterin eine langsam eintretende Veranderung 
seiner Eigenschaften, wenn es unter Zutritt von Luft liingere 
Zeit dem Lichte ausgesetzt wird. Eine Probe reinen, bei 146,5' 
schmelzenden Cholesterins, die zwischen zwei Uhrglasern zwei 
Jahre lang dem Licht ausgesetzt worden war, hatte sich gell 
gefiirbt und gab Reaktionen, die von denjenigen des reinen 
Cholesterins in verschiedenen Punkten abwichen. Auch wai 
eine starke Veriinderung seines Schmelzpunktes zu konstatieren 
Schon bei 108° begann das belichtete Cholesterin zu sintern: 
bei 115° flob die Masse zusammen und war bei 135° voll- 
stiindig geschmolzen. 

Daf bei dieser Veriinderung des Cholesterins der Sauer- 
stoffzutritt eine Rolle spielte, ergibt sich aus dem Resultat eines 
Parallelversuches, in welchem wir einen Teil des gleichen 
Cholesterinpriiparates in eine Glasrdhre brachten, letztere mil 
Kohlensiiure fiillten, hierauf zuschmolzen und nun dem Sonnen- 
licht aussetzten. Das so behandelte Cholesterin hatte, wie in 
unserer ersten Mitteilung schon erwahnt worden ist, nach Ver- 
lauf von ca. 4 Monaten weder sein Aussehen noch seinen 
Schmelzpunkt verindert. Dieser Versuch wurde von uns fort- 
gesetzt; wir leben das nach dem Einleiten von Kohlensiiure 
wieder zugeschmolzene Glasrohr, in welchem das Cholesterin 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 316. 
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Uber das Verhalten des Cholesterins gegen das Licht. II. 


sich befand, noch 2 Jahre lang im Licht liegen. Die Unter- 
suchung ergab, daf das in dieser Weise behandelte Cholesterin 
nun bei 145,5° schmolz; sein Schmelzpunkt hatte sich wihrend 
der letzten zwei Jahre nur um 1° erniedrigt. 

Dieser Versuch macht es sehr wahrscheinlich, dal die 
Veriinderung des Cholesterins wahrend der Belichtung in einer 
Oxvydation besteht und dal dieselbe nur bei Sauerstofizutritt 
erfolgt. Die sehr geringe Erniedrigung, die der Schmelzpunkt 
des im zugeschmolzenen Glasrohr dem Lichte ausgesetzten 
Cholesterins wihrend der letzten zwei Jahre erlitten hatte, kann 
nicht als eine gegen obige Schlubfolgerung sprechende Tatsache 
angesehen werden; denn es ist moglich, dai die Luft aus dem 
Glasrohr durch die Kohlensiiure nicht ganz vollstindig verdriingt 
worden war. 

Nicht nur das aus Gallensteinen oder aus Wollfett dar- 
gestellte Cholesterin verandert seine Eigenschaften, wenn es 
unter Luftzutritt langere Zeit dem Lichte ausgesetzt wird, auch 
andere Glieder der Cholesteringruppe zeigen das gleiche Ver- 
halten. Ein aus Wollfett dargestelltes [socholesterinpriparat, 
welches linger als 20 Jahre in einem Glase aufbewahrt worden 
war, ohne vor dem Licht geschiitzt zu sein, schmolz schon bei 
112°, wiihrend es urspriinglich einen Schmelzpunkt von 137 bis 
138° gehabt hatte. Schon bei 95° begann dieses bei 112° 
schmelzende Praéparat zusammenzusintern. 

Auch mit einem aus dem Keim des Weizenkorns dar- 
gestellten Priiparat von Phytosterin,') dessen Schmelzpunkt 
bei 136—137° lag, haben wir einen Versuch angestellt. Eine 
Probe dieses Priiparates, welches zwischen zwei Uhrschalen 
einige Monate lang dem Licht ausgesetzt worden war, schmolz 
nun bei 119°: schon bei 112° war an einigen Stellen die Bil- 
dung von Trépfchen zu beobachten. 

Endlich verwendeten wir fiir einen Versuch noch ein aus 
einem Pilz (Boletus edulis) dargestelltes Praiparat von Ergo- 
sterin, dessen Schmelzpunkt bei 160° lag. Dasselbe wurde in 

') Das aus diesem Material dargestellte Phytosterin wird als 
Sitosterin bezeichnet; wir verweisen auf die in Bd. XXXIV _ dieser 
Zeitschrift publizierte Abhandlung E. Ritters. 
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einer, mit einem Korkstopfen lose verschlossenen Glasrdhre 
dem Lichte ausgesetzt, nach Verlauf von 4 Monaten war der 
Schmelzpunkt des Priiparates auf 140°, nach 14 Monaten auf 
120° gesunken:; in letzterem Falle fand das Schmelzen unter 
Aufschaumen statt, und schon bei 110° begann die Substanz 
sich aufzublahen. 

Alle fiir unsere Versuche verwendeten Cholesterine er- 
litten also eine Veranderung ihrer Eigenschaften, wenn sie bei 
Luftzutritt langere Zeit dem Lichte ausgesetzt wurden. 





Studien uber die normale Verdauung der EiweiBkérper im 
Magendarmkanal des Hundes. 
Von 
Emil Abderhalden, Karl Kautzsch und E. 8S. London, St. Petersburg. 


(Aus dem J. chemischen Institute der Universitat Berlin und dem pathol. Laboratorium 
des K. Institutes fiir experimentelle Medizin, St. Petersburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 3, August 1906.) 


Die Verdauung der Proteine durch die proteolytischen 
Fermente des Magendarmkanals ist bis jetzt im wesentlichen 
nach drei Methoden untersucht worden. Einmal priifte man 
die Einwirkung des Magensaftes und des Pankreassaftes, teils 
fiir sich, teils nacheinander auf bestimmte Eiweifkorper. Bei 
diesen Versuchen handelte es sich weniger um einen Einblick 
in die normale Verdauung, als um eine Entscheidung der Frage, 
wie weit die genannten Fermente Eiweiih tberhaupt abbauen. 
Die Antwort auf sie ist kurz folgende:!) Pepsinsalzsiiure spaltet 
die Proteine nicht bis zu den Aminoséuren, wenigstens lassen 
sich nur Spuren von einfachsten Bausteinen nach langer Ein- 
wirkung von Pepsinsalzsiure nachweisen.?) Im wesentlichen 
entstehen hdhere Spaltprodukte, daneben jedoch zweifelsohne 
auch Produkte, die wohl in die Gruppe der einfacheren Peptide 
zu rechnen sind. Pankreassaft liefert bei langerer Einwirkung 
eine grofe Menge einfachster Bausteine, ja es gelingt nach sehr 
langer Dauer der Verdauung schlieBlich, die Biuretreaktion zum 
Verschwinden zu bringen. Sehr friihzeitig treten Tyrosin, Trypto- 


') Vergl. die Literatur bei Emil Abderhalden, Abbau und Auf- 
bau der Eiweifkérper im tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 
S. 17, 1905. 

*) Vergl. Emil Abderhalden und Otto Rostoski, Die Mono- 
aminosduren des «Edestins» aus Baumwollsamen und dessen Verhalten 
gegen Magensaft, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 265, 1905. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIII. 37 
































DDO Emil Abderhalden, Karl Kautzsch und E. S. London, 


phan, Cystin, Leucin, Alanin usw. auf.!) Neben diesen einfachsten 
Spaltprodukten finden sich stets noch Produkte, die bei ihrer 
totalen Aufspaltung mit Sauren Aminosiuren liefern. Unter diesen 
treten Prolin, Phenylalanin und Glykokoll in den Vordergrund. 
In anderen Worten ausgedriickt, besagt dieser befund, dal das 
Kiweib vom Pankreassaft in vitro nicht total aufgespalten wird. 
Labt man Eiweil zuniichst mit Pepsinsalzsiure und hierauf 
nach Abstumpfung der Salzsiiture und Vernichtung des Pepsins 
durch Aufkochen noch lingere Zeit mit Pankreasferment ver- 
dauen, so geht zwar die Hydrolyse etwas weiter, es findet jedoch 
gleichfalls keine totale Aufspaltung des Eiweibes zu den ein- 
fachsten Spaltprodukten statt. Es verbleiben auch hier kom- 
plizierte, mehrere Aminosi&uren enthaltende Produkte iibrig. 
Die Resultate derartiger Versuche lassen sich nur bedingt 
auf den Verlauf der normalen Verdauung iibertragen. Hier 
liegen ganz andere Verhiltnisse vor. Einmal ist es leicht moglich, 
dali im Magendarmkanal noch andere proteolytische Fermente 
aufer dem Pepsin und dem Trypsin in Aktion treten, es sei 
nur an das Erepsin von Cohnheim erinnert, und dann arbeiten 
diese Fermente unter ganz anderen Bedingungen als in vitro. 
Wir kennen das Verhiiltnis von Ferment zu Eiweif resp. dessen 
Spaltsticken bei der normalen Verdauung nicht. Vor allem 
fehlen beim Reagenzglasversuch alle jene noch ungeniigend er- 
forschten Einfliisse der spezifischen Darmsekrete und speziell 
auch die Wirkung der Galle. Alle diese Momente greifen in 
ganz bestimmter Weise in den ganzen komplizierten Mechanis- 
mus der nattrlichen Verdauung ein. Sie lassen sich kiinstlich 
schon deshalb nicht nachahmen, weil wir sie garnicht geniigend 
kennen. SchlieBlich spielt noch der Umstand eine sehr grobe 
‘) Vergl. Emil Abderhalden und Béla Reinbold, Die Mono- 
aminosiiuren des «Edestins» aus Sonnenblumensamen und dessen Verhalten 
gecen Pankreassaft, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 284, 1905, und Der 
Abbau des Edestins aus Baumwollsamen durch Pankreassaft, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLVI, S. 159, 1905. — Vergl. auch Emil Fischer und 
Emil Abderhalden, Uber die Verdauung einiger Fiweifkérper durch 
Pankreasfermente, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 81, 1903, und Uber 


die Verdauung des Caseins durch Pepsinsalzsdure und Pankreasfermente, 
Ebenda, Bd. XL, 8. 215, 1903. 
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Rolle, daB bei der normalen Verdauung bestiindig Abbauprodukte 
zur Resorption gelangen, und so stets eine bestimmte Reaktion 
und gewisse Bedingungen beibehalten werden kénnen. Beim 
Versuch in vitro indern sich die Verhiiltnisse fortwiithrend. weil 
die Abbauprodukte nicht fortgeschafft werden. Wir wollen mit 
diesen Bemerkungen nur andeuten, wie schwierig es ist, einen 
klaren Einblick in die normale Verdauung iiberhaupt zu erhalten. 

Man dachte daran, einen besseren Einblick in den Gang 
der Kiweibverdauung dadurch zu erhalten, dafi man Tiere reich- 
lich mit Eiweib fiitterte und sie dann nach einer bestimmten 
Zeit tétete. Die Untersuchung des Inhalts der einzelnen Ab- 
schnitte des Verdauungskanals sollte Auskunft iiber die einzelnen 
Stufen geben, zu denen die Proteine unter normalen Ver- 
haltnissen abgebaut werden. Eine derartige mit den neuen 
Hilfsmitteln der Isolerung der Aminosiiuren durchgefiihrte Unter- 
suchung ergab,!) dai im Magen keine Aminosiiuren in nachweis- 
barer Menge entstehen, dafi dagegen im Darminhalt einfachste 
Spaltprodukte, wie Alanin, Leucin, Asparaginsiiure Glutamin- 
siiure usw. nachweisbar sind. Ein grober Teil des Chylus bestand 
jedoch aus komplizierteren Produkten. Nun sagt eine solche 
Untersuchung auch nicht viel aus. Sie lehrt nur, dah auch 
normalerweise Aminosiéuren im Darme entstehen, sie gibt uns 
jedoch keine klare Auskunft tiber die Frage, wie weit der Abbau 
fortschreitet. Wir untersuchen die Verdauung in einem be- 
stimmten Augenblicke und wissen nicht, ob ein paar Stunden 
spiiter nicht noch mehr Aminosiiuren und weniger komplizierte 
Produkte vorhanden gewesen waren. Auch hier stort natiirlich 
die fortwiihrend stattfindende Resorption der Abbauprodukte 
einen klaren Einblick. 

Endlich ist versucht worden, die Verdauung in ihren Phasen 
dadurch zu verfolgen, dab der Darminhalt aus Fisteln, die an 
einzelnen Absechnitten des Darmes angebracht waren, wiithrend 
der Verdauung enthnommen wurde. Hei einer nach den neuen 
Methoden ausgefiihrten Arbeit?) nach dieser Richtung konnten 


') Vergl. Emil Abderhalden, Ab- und Aufbau usw. |. ¢. 


*) E. S. London, Zum Chemismus der Verdauung im tierischen 
Kérper, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 368, 1906. 
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aus einer Diinndarmfistel Verdauungsprodukte gewonnen werden, 
welche Aminosiiuren, wie Alanin, Leucin, Asparaginséure usw. 
enthielten. Auch diese Methode gibt uns keinen genauen Ein- 
blick in den Verlauf der normalen Verdauung, indem durch 
die Fisteln bestaéndig Produkte weggeleitet werden, welche 
nur eine bestimmte Zeit den Verdauungssaften ausgesetzt waren, 
d. h. die Verdauung wird in einem bestimmten Augenblicke ab- 
gebrochen. Immerhin besitzt diese Methode den beiden anderen 
angefiihrten gegeniiber so viele Vorteile, dab sie wohl vor- 
liiufig als die beste gelten muf. Thre Bedeutung gewinnt dann 
ganz wesentlich, wenn nicht an einer einzigen Stelle des ge- 
samten Darmrohres der Chylus abgeleitet wird, sondern an 
moglichst vielen. Mit derartigen svstematischen Versuchen 
haben wir uns beschiftigt. Wir betrachten die folgende Mit- 
teilung als das erste Glied einer grofBen Keihe von Unter- 
suchungen, welche den Zweck haben sollen, die Verdauung der 
Proteine unter normalen Verhiiltnissen zu untersuchen. 

Der Plan unserer jetzigen Untersuchung war folgender. 
Es wurden nach reichlicher Fiitterung von mit Wasser extra- 
hiertem, magerem Fleisch bei Hunden mit Fisteln die Verdauungs- 
produkte aufgefangen, und zwar hatten wir zu unserer Ver- 
fiiguneg : 

1. einen Magenfistelhund (Woltschok). 

2. einen Hund (Cygan), welcher eine Fistel im Anfangs- 
teil des Duodenums besab. 

3. einen Hund (Rjabtschik), der eine Fistel am Ende des 
Duodenums aufwies. 

+. einen Jejunumfistelhund (Lew). Die Fistel war 1m vom 
Pylorus entfernt. 

), einen Ileumfistelhund (Starik). Die Fistel befand sich 
2m vom Pylorus entfernt. 

6. einen Hund (Bielka) mit einer Lleocoecalfistel. 

Das Untersuchungsmaterial wurde nach mehreren Fiitte- 
rungen, wie folgt, gewonnen. Die Fistelhunde erhielten nach 
eintigiger Hungerperiode 500 g Fleisch, welches vorher 10 Stunden 
lang in kaltem Wasser gelegen hatte. Der Verdauungsbrei wurde 
bei seinem Austritt aus der Fistel in einem in Eis gestellten 
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Gefaib, in dem selbst Eisstiicke sich befanden, aufgefangen. Der 


Brei wurde dann, falls er sauer war (Mageninhalt), mit Soda 
neutralisiert und nun mit Essigsiiure ganz sechwach angesiiuert 
und aufgekocht. Das Filtrat der geringen Fiillung wurde dann 
vollig zur Trockene verdampft. 

Diese Proben stellten eine bréunliche, sehr hygroskopische, 
nicht unangenehm riechende Masse dar. Fiiulnisgeruch war 
nicht wahrnehmbar. Die siimtlichen Produkte losten sich fast 
vollstiéndig in kaltem Wasser, nur ein kleiner aus Leuecin und 
Tyrosin bestehender Teil blieb ungelést. Mit Ausnahme der 
aus der [leocoecalfistel gesammelten Substanz gaben alle Proben 
Biuretreaktion und mit einer gesiittigten Ammonsulfatlosung 
eine geringe Fallung. Mit Millons Reagens zeigten alle Produkte 
deutliche Rotfairbung. 

Vorlaufig haben wir unsere Untersuchung nach einer Rich- 
tung abgeschlossen. Wir stellten fest, wieviel freie Monoamino- 
siuren in dem Verdauungsbrei jedes einzelnen Darmabschnittes 
enthalten waren. Eine quantitative Methode zur Bestimmung 
von Aminosiiuren aus Gemischen kennen wir nicht. Wir ver- 
wendeten die Estermethode und glauben wenigstens gut ver- 
gleichbare Werte erhalten zu haben. 

Die angewandte Methode war kurz die folgende. Die Ver- 
dauungsprodukte wurden gepulvert und dann in der gewohn- 
lichen Weise mit Alkohol und trockener, gasfOrmiger Salzsiiure 
zweimal verestert. Zuletzt wurde die alkoholische Lésung der 
Esterchlorhydrate zur Trockene verdampft und der Riickstand in 
absolutem <Athylalkohol gelist. Hierbei blieb ein mehr odet 
weniger grober Riickstand, von dem abfiltriert wurde. Das 
Filtrat brachten wir dann auf ein bestimmtes Volumen. In 
einem aliquoten Teil titrierten wir die Salzsiiure, und setzten 
dann die Ester in der Gesamtfliissigkeit mit der berechneten 
Menge Natriumiithyiat in Freiheit. Das ausgeschiedene Koch- 
salz wurde abfiltriert, der Filterriickstand mit Alkoho!l gewaschen 
und dann die Ester unter vermindertem Druck destilliert. Die 
erste Fraktion wurde allgemein be! 15 mm Druck bis 100° 
des Wasserbades unter sehr guter Kithlung der Vorlage aut- 
gefangen. Das Destillat bestand aus Alkohol und Aminosiiure- 
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estern. Um diese zu gewinnen, wurde die alkoholische Losung 
mit wiisseriger Salzsiiure durchgeschittelt und dann zur Trockene 
verdampft. Gewogen wurden die salzsauren Salze der Amino- 
siiuren. Die zweite Fraktion fingen wir bet 0,3 mm_ Druck 
bis 100° des Wasserbades auf. Das Destillat wurde mit der 
7 fachen Menge Wasser verseift, dann zur Trockne verdampft und 
der Riickstand nach dem Trocknen bei 100° gewogen. Endlich 
destillierten wir noch bis 200° des Olbades bei 0,3 mm Druck, 
Das Destillat verseiften wir mit Baryt, entfernten dann diesen 
quantitativ. mit Schwefelsiure und wogen den Riickstand des 
eingedampften Filtrates vom Baryumsulfatniederschlag. 

Der beim Destillieren der Ester verbliebene, betrichtliche 
Riickstand wurde in Alkohol gel6st und in die L6sung Ammoniak 
eingeleitet. Dieser Teil der Untersuchung ist noch nicht vollendet. 

Im folgenden seien die gefundenen Werte mitgeteilt. Die 
angewandten Substanzmengen sind auf das aschefreie, bei 120° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Produkt umgerechnet. 

1. Magenfistel. 
Verwendet wurden 27,3 g Substanz. 
| Fraktion: Es hinterblieb beim Verdampfen des mit wisseriger Salz- 
siure versetzten Destillates kein Riickstand. 
II. - Kein Riickstand. 
HLT. ; Spuren. 
2? Fistel im Anfangsteil des Duodenums. 


Wir gingen von 42.2 g Substanz aus. 


I. Fraktion: 1.0 g salzsaure Aminosiuren = 3,5%o 
I. : ca. 0.1 Aminosauren = ca. 0,20 
HT. ; 0,2 == 05° 


7) } 


3. Fistel im Endteil des Duodenums: 


[62 ¢ Substanz. 


I. Fraktion: 3 g salzsaure Aminosiiuren 1,9 %Jo 
II. : Spuren von Aminosauren. 
HI. : 1.7 g Aminosiuren om 97} 


4. Jeyjunumfistel. 


175 ¢ Substanz. 


I. Fraktion: 3.6 g salzsaure Aminosiuren 2°/o 
I. » : OL » Aminosiéiuren = 0,06 %/o 
HI]. > ae | > > = 1.7% 


Dieser Versuch wurde mit demselben Verdauungsprodukte noch 


einmal wiederholt: 
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46.6 ¢ Substanz. 


|. Fraktion: 0,75 g salzsaure Aminosiuren = 1,7°% 0 
I. : O11 =» Ammosiuren 02° 
II. , ‘ao + 205 
5. lleumfistel. 

79.5 g¢ Substanz. 
I. Fraktion: 1.0 ¢ salzsaure Aminosiiuren 1.3°/o 
II. > >: Kein Riickstand == ()%/o 
IT. : 2 g Aminosiiuren 2.5°/o 

6. lleocoecalfistel. 

15,0 ¢ Substanz. 
I. Fraktion: O4¢ salzsaure Aminosiiuren 2 6°/0 
Il. : - Kein Ruckstand. 
ILI. > : O1 g Aminosiiuren 0.6° 0 


Wir haben qualitativ die einzelnen Fraktionen untersucht. 
In der ersten Fraktion suchten wir Glykokoll, ohne dab es 
gelungen wire, dieses als Glykokollesterchlorhydrat zu gewinnen, 
Einzig der letzte Versuch gab eine geringe Abscheidung. Leucin, 
Alanin, Asparagin- und Glutaminsiiure waren sicher vorhanden. 
Phenylalanin dagegen lief sich nicht nachweisen. Tyrosin fand 
sich in allen Partien des Darmes. 

Wir diirfen aus der vorliegenden Untersuchung schlieBen, 
dafi unter normalen Verhaltnissen im Magen allerhOchstens 
Spuren von Aminosiiuren gebildet werden und erst im Duo- 
denum der tiefere Abbau erfolgt. Die Spuren von Aminosiiuren, 
welche wir aus der dritten Fraktion beim Magenfistelhund auf- 
fanden, kOnnen auch durch die antiperistaltische Verschleude- 
rung des Duodenuminhaltes in den Magen gelangt sein. Offenbar 
werden die tieferen Spaltungsprodukte in dem Mabe, wie sie 
entstehen, fortlaufend resorbiert. Daraufhin weisen die relativ 
geringen Mengen der gewonnenen einfachen Abbauprodukte. 
Andererseits gewinnt man den Eindruck, als ob der Abbau der 
Proteine wohl ein tiefer ist, dafi dagegen noch eine grobe Menge 
komplizierte Produkte erhalten bleiben und vielleicht direkt resor- 
biert werden. Gewifheit tiber diese Frage vermoOgen unsere Ver- 
suche nicht zu geben. Jedenfalls ist es nicht ohne Bedeutung, 
dafi das aus der lleocoecalfistel stammende Produkt noch Amino- 
sauren enthielt. Die Resorption findet somit nicht ausschheblich 
in den oberen Teilen des Diinndarmes statt. 
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Wir setzen die Untersuchungen nach mehreren Richtungen 
hin fort. Einmal interessiert es uns, vergleichend zu erfahren, 
wie der Abbau der Proteine verliiuft, wenn bei der Verdauung 
einzelne Abschnitte des Darmkanales ausgeschaltet sind. Vor 
allen Dingen wird es unser Ziel sein, festzustellen, in welcher 
Form das resorbierte und wahrscheinlich schon assimilierte 
Kiweil der Leber zustrémt. Selbstversténdlich werden wir auch 
die hOheren Abbaustufen der natiirlichen Verdauung zu isolieren 
suchen, um so allmiihlich durch eine innige Vereinigung der 
Erfahrungen und Methoden der rein chemischen Forschung mit 
den neuesten Errungenschaften der experimentellen Physiologie 
einen tieferen Einblick in den an Riitseln noch so reichen Ver- 
dauungsprozeh der Proteine zu erhalten. Nur von einer mog- 
lichst breiten Basis aus ist ein Erfolg zu erwarten. 








Der Abbau des di-Leucyl-glycins und des dl-Leucyl-glycyl-glycins 
im Organismus des Kaninchens. 
Von 
Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1906. 


Die bis jetzt tiber den Abbau der Peptide im tierischen 
Organismus ausgefiihrten Untersuchungen!) sind fast ausschliel- 
lich am Hunde vorgenommen worden. Es hat sich gezeigt, dal die 
verwendeten Peptide mit Ausnahme vielleicht des Leucyl-leucins 
offenbar in analoger Weise abgebaut werden, wie die Amino- 
sauren, d. h. der Stickstoff der zugefiihrten Produkte erscheint in 
Form von Harnstoff im Urin. Nun verwendeten wir in einem Teil 
der Falle racemische Peptide. Es war zu erwarten, dab deren 
Abbau zunichst asymmetrisch erfolgt. Kine Stiitze erhiilt diese 
Annahme durch den Nachweis, dali Organextrakte und -prefisiifte 
ganz analog dem Pankreassaft aus racemischen Peptiden nur die- 
jenigen Aminoséuren abspalten, welche den in der Natur vor- 
kommenden entsprechen.?) Aus dl-Leucyl-glycin wird |-Leucin 
frei. Im Organismus des Hundes werden auch die nicht in den 
Proteinen vorkommenden optisch aktiven Aminoséuren  ver- 
brannt, wie der Umstand zeigt, daf} racemisches Leucin und 
Alanin usw., wenn diese Aminosiiuren in nicht zu groBen 
Mengen zugefiihrt werden, vollstindig abgebaut werden, und 
ebenso lassen sich nach Verfiitterung von racemischen Peptiden 


1) Vergl. die Literatur in Emil Abderhalden, Lehrbuch de: 
physiol. Chemie in 30 Vorlesungen, 5. 203, Urban und Schwarzen- 
berg, Berlin und Wien 1906. 

2) Vergl. Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Das Ver- 
halten einiger Peptide gegen Organextrakte, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIL. 
S. 466, 1906 
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keine Aminosaduren und keine Peptide im Harn auffinden. Der 
Kaninchenorganismus verhilt sich offenbar, wie aus den Unter- 
suchungen von Wohlgemuth,') die wir auf Grund eigener 
Beobachtungen bestatigen konnen, hervorgeht, wenigstens quan- 
titativ anders, indem er bei Zufuhr von groferen Mengen von 
dl-Leucin z. B., im Urin gréBere Mengen d-Leucin ausscheidet, 
d. h. es wird nur die eine optische Komponente und zwar die- 
jenige, welche der in der Natur vorkommenden entspricht, voll- 
stiindig verbrannt. Es fragt sich, ob hier eine ganz allgemeine 
Erscheinung vorliegt oder aber, ob, wie schon angedeutet, die 
Verbrennung racemischer Aminoséuren nur dann eine unvoll- 
stiindige ist, wenn ihre Zufuhr eine verhiltnismabig grobe ist. 
Dies ist in der Tat der Fall, denn wir konnten bei unserem 
Versuchstier, einem kraftigen, miinnlichen Kaninchen, erst dann 
d-Leucin im Urin nachweisen, wenn ihm per os 6 g dl-Leucin 
verabreicht worden waren. Man kann vielleicht auch hier von 
einer Assimilationsgrenze sprechen, obwohl wir es fiir ange- 
messener halten, gerade fiir den Eiweibstoffwechsel mit dieser 
Bezeichnung vorsichtig zu sein, weil wir einstweilen in keinem 
Falle mit Sicherheit entscheiden kénnen, welcher Anteil des 
Harnstickstoffs wirklich assimiliertem und wieder abgebautem 
Kiweif entspricht, und welcher Teil Produkten zukommt, die 
im Eiweibstoffwechsel der Zellen nie eine Rolle gespielt haben.?) 
Immerhin diirfte es in Zukunft nicht ohne Wert sein, nament- 
lich unter pathologischen Verhiiltnissen die Grenze festzustellen, 
bis zu welcher z. B. racemische Aminoséuren noch verbrannt 
werden. Wir haben mit derartigen Untersuchungen eine neue 
Methode zur Priifung der Funktionstiichtigkeit des Organismus 
vor uns, sobald durch eine grobere Reihe von Versuchen diese 
Verhiiltnisse beim normalen Individuum aufgeklart sind. 


J. Wohlgemuth, Uber das Verhalten stereoisomerer Substanzen 
im tierischen Organismus. Die inaktiven Aminosduren. Berichte der 
Deutschen chem. Gesellsch., Jg. XXXVI, S. 2064, 1905. 

Vergl. Emil Abderhalden, Zur Frage des Eiweifbedarfes, 
Zentralbl. f. d. gesamte Physiologie und Pathologie des Stoffwechsels, 
N. F., Jg. 1, 1906, und Lehrbuch f. physiol. Chemie, 1. ¢c. 5. 241 ff. und 
S. ONL ff. 
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Im vorliegenden Fall interessierte uns die Frage. ob im 
Kaninchenorganismus per os und subkutan eingefiihrte race- 
mische Peptide vollstandig abgebaut werden oder nicht. Wir 
haben bis jetzt dl-Leucyl-glycin und dl-Leucyl-gly cyl- 
glycin untersucht. Der Gang der Untersuchung war kurz folgen- 
der. Der Harn des Kaninchens wurde nach der Einfiihrung 
des betreffenden Produkts durch mehrere Tage hindurch ge- 
sammelt, dann verdiinnt und mit Bleiacetat gefillt. Das geléste 
Blei entfernten wir aus dem Filtrat mit Schwefelwasserstoff 
und engten die nunmehr nur noch schwach gelb gefiirbte Losung 
unter vermindertem Druck bis zur Trockene ein. Der Riick- 
stand wurde mit Alkohol und gasfOrmiger Salzsiiure verestert. 
Dieser ProzeB wurde wiederholt und von den ungeldst ge- 
bliebenen Salzen abfiltriert. Zum SchluB wurde die alkoholische 
Losung der Esterchlorhydrate ganz zur Trockene verdampft, 
der Riickstand in Athylalkohol gelost, und diese Losung auf 
ein bestimmtes Volumen gebracht. In einem aliquoten Teil be- 
stimmten wir die Salzsiiure und setzten dann die Ester mit der 
berechneten Menge Natriumiithylat in Freiheit. Nach der Ent- 
fernung des ausgeschiedenen Kochsalzes wurde die alkoholische 
Losung unter vermindertem Druck bis 100° des Wasserbades 
destilliert. Das Destillat wurde mit wiisseriger Salzséure durch- 
geschiittelt und dann eingedampft. Den Destillationsriickstand 
nahmen wir in Alkohol auf, nachdem vorher durch Ausiithern 
die letzten Spuren von Aminosdureestern entfernt worden waren, 
und leiteten gasfOrmiges Ammoniak ein, um eventuell vor- 
handenen Peptidester in das Anhydrid iiberzufithren. Der Riick- 
stand des verdampften itherischen Auszuges wurde zu dem 
bis 100° iibergegangenen Destillat hinzugefiigt und mit ihm 
verdampft. 

Im ersten Versuch erhielt das Kaninchen 4.5 @ d-!-lLeueyl- 
glycin in 200 cem Wasser gelést subkutan. Der Harn wurde 
zunachst in den ersten SO Stunden 
verarbeitet. Der Urin der niichsten 
kokoll, noch Leucin noch Anhydrid. Glykokoll war im ersten 


esammelt und ftir sich 


(ey 
7 Tage ergab weder Gly- 
Urin ebenfalls nicht nachweisbar, dagegen Leucyl-glycinanhydrid. 
An Rohprodukt gewannen wir 1,5 g. Es wurde durch Um- 
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krystallisieren aus verdiinntem Alkohol gereinigt. An ziemlich 
reinem Produkt, das gegen 235 ° (unkorr.) sich zersetzte, erhielten 
wir etwa 0,5 g. Es krystallisierte aus Wasser in Prismen. Aus 
der Mutterlauge der ersten Krystaillisation lief sich noch eine 
kleine Menge von Anhydrid gewinnen. Die weiteren Krystalli- 
sationen erwiesen sich als Harnstoff. Das erhaltene Anhydrid 
wurde auf sein optisches Verhalten gepriift. Es erwies sich 
als giinzlich inaktiv. ks handelt sich somit um dl-Leucyl-glyein, 
das dem Abbau ganz entgangen war. Wir konnen aus diesem 
Befunde schlieben, dai in dem Kaninchenorganismus eingefiihrtes 
dl-Leucyl-glycin vollstandig verbrannt wird, sobald seine Spaltung 
stattgefunden hat. 

Bei einem zweiten Versuch verwandten wir 4 g dl-Leucyl- 
glycin. Auch hier wurde es subkutan zugeftihrt. In dem_ in 
den nichsten 4 Tagen gesammelten Harn lieben sich keine 
Spaltungsprodukte des dl-Leucyl-glycins nachweisen und ebenso 
war kein unveriindertes Peptid vorhanden. 

In einem dritten Versuche hatten wir 5 g dl-Leucyl-glycin 
eingespritzt. Hier gewannen wir aus dem Harn der niichsten 
4 Tage 0,2 ¢ Glykokollesterchlorhydrat und 0,7 g ganz reines 
Leucyl-glycinanhydrid. Es war optisch inaktiv. Leucin wurde 
nicht aufgefunden. 

Endlich gaben wir einem Kaninchen 5,5 g dl-Leucyl-glycin 
per os und zwar in Brot eingeknetet. Das Versuchstier nahm 
die ganze Masse freiwillig auf. Im Harn der nachsten 5 Tage 
waren keine Produkte auffindbar, welche in direkter Beziehung 
zum dl-Leucyl-glyein standen. Es war unzweifelhaft das ge- 
samte dl-Leucyl-glycin verbrannt worden. 

Aus all diesen Versuchen geht hervor, dab der Kaninchen- 
organismus das verabreichte dl-Leucyl-glycin offenbar ebenso gut 
verwertet, wie der Hund, nur scheint letzterer grofere Mengen 
abbauen zu kOnnen, als das Kaninchen, bei dem allem Anschein 
nach die Grenze bei etwa 4—) g des Peptids erreicht ist. 

Ks interessierte uns ferner, zu erfahren, wie das Kaninchen 
sich gegen ein Tripeptid und zwar gegen dl-Leucyl-glycy!- 
glycin verhilt. Es wurden einem Kaninchen 5d g dieses Tri- 
peptids in 50 cem Wasser gelést subkutan einverleibt. Der Harn 
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der niichsten 412 Tage ergab eine geringe Menge von Glykokoll- 
esterchlorhydrat vom Schmelzpunkt 143° (korr.), dagegen liefen 
sich weder Leucin, noch unverindertes Tripeptid, noch Leueyl- 
glycin und Glyeyl-glycin nachweisen. Offenbar war das Tri- 
peptid ganz glatt verbrannt worden. 

Wir beabsichtigen, um noch klarere Verhiiltnisse zu schatten, 
diese Versuche mit optisch aktiven Peptiden fortzusetzen, und 
zwar sowohl mit denjenigen optisch aktiven Kombinationen, 
die den in der Natur vorkommenden entsprechen, als mit deren 
Antipoden. Selbsiverstiindlich werden wir die entsprechenden 
Versuche auch mit Organextrakten durchfiihren. 
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IV. Mitteilung. 
Uber das Schicksal des per os gereichten Kalomels. 
Von 


M. H. Nemser. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir exper. Medizin und de: 
stiidtischen Peter-Paul-Spital zu St. Petersburg.) 


> 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1906.) 


Ks ist eine bekannte Tatsache, dafi Kalomel, in den Magen 
eingefithrt, nicht vollstiindig mit den Faeces entfernt wird. Ein 
Teil desselben bleibt im Organismus, und hierin liegt der Grund 
fiir seine spezifische Wirkung auf den Organismus. 

Wir kennen die nahen Beziehungen, welche zwischen dem 
eingefiihrten Kalomel und der Leber existieren. Eine geschwollene, 
schmerzhafte, chronisch vergréberte (z. B. hypertrophisch-cir 
rhotisehe) Leber wird nach innerem Gebrauch von Kalome! 
kleiner. weicher, weniger schmerzhaft. 

Die Diurese, welche nach Einnahme von Kalomel eintritt, 
ist ein Ausdruck der nahen Verwandtschaft desselben zu den 
Nieren. Diese Kalomeldiurese darf nicht als eine Vergiftungs- 
erscheinung, sondern als Folge eines spezifischen Reizes des 
Nierenparenchyms betrachtet werden. Vergiftungserscheinungen 
treten viel spater ein und oft erst dann, wenn die Diurese 
ausbleibt. 

Die reichlichen Entleerungen, die nach Kalomeldarreichung 
eintreten, mussen ebenfalls als ein Ausdruck der spezifischen 
Beziehungen des Quecksilbers zur Schleimhaut des Darmes an- 
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gesehen werden. Dagegen sind die dysenterieartigen, eventuell 
blutigen Stiihle, welche nach unvorsiechtiger Darreichung von 
Kalomel oder bei langerem Ausbleiben des Stuhlganges ein- 
treten, eine Folge der Quecksilbervergiftung. 

Diese unbestreitbare Affinitiit des Kalomels zu gewissen 


e Organen suchte ich auf dem Wege der chemischen Analyse 
‘ und des Tierexperimentes niaher zu verfolgen 


Da wir in unserem Spital einige Autopsien solcher Ver- 
storbenen hatten, die bei Lebzeiten grobe Quantitiiten Kalomels 
als Hydragogon und Diureticum per os eingenommen_ hatten, 
so benutzte ich diese Gelegenheit, um das Quecksilber in den 
Organen aufzusuchen. Ich hatte 3 solche Leichen, die alle von 
schweren Herzkranken mit gestOrter Kompensation stammten 
Das Nihere ist aus der Tabelle I ersichtlich. 

Zur Analyse nahm ich gewohnlich ca. 100 g Substanz 


e 
a 


Lag ein grOberes Organ vor, so wurden die zur Analyse be- 
nutzten Stiickchen aus verschiedenen Teilen desselben aus- 
geschnitten. Die enthnommenen Proben wurden in’ Formalin 
konserviert. 

Die Analyse wurde in folgender Weise ausgefiihrt. Jede 
einzelne moglichst fein zerkleinerte Organprobe wurde mit Salz- 
siiure und chlorsaurem Kali im Wasserbade oxydiert, die klare 
Fliissigkeit abfiltriert, bis zum Volumen von 80—100 ccm ein- 
geengt, in eine geriiumige Platinschale quantitativ tibergefihr' 
und daselbst der Elektrolyse unterworfen. Die Platinschale 
wurde auf ein Dreieck aus Kupferdraht gestellt, mit dem Kupfer 





einer kleinen aus 3 Danielschen Elementen bestehenden bat- 
i terie in Verbindung gebracht und diente also als Anode. Eine 
4 cm lange, 1 cm breite, 2,0 g schwere Goldplatte stand mit 
dem Zink der Batterie in Verbindung, ragte von oben in die 
Fliissigkeit hinein und diente also als Kathode. Nach 2Ostiindiger 
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Elektrolyse wurde die Goldplatte gewaschen, in einem Exsikkator 
getrocknet, gewogen, in einer Eprouvette auf einem Bunsenschen 
Brenner gegliiht, abgekiihlt und wieder gewogen. 

In der Eprouvette wurde die qualitative Jodquecksilber- 
probe ausgefiihrt. Die gewonnenen Resultate sind aus Tabelle | 
zu ersehen. 


Tabelle I. 
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Die Tabelle I zeigt, dab die Organe des Menschen die deut- 
lich ausgepriagte Fahigkeit besitzen, das im Blute zirkulierende 
Quecksilber zu binden, dab diese Kigenschaft hauptsiichlich der 
Leber, den Nieren und dem Dickdarme, also gerade denjenigen 
Organen innewohnt, deren Titigkeit dureh das WKalomel in 
spezifischer Weise gesteigert wird. Eine gewisse Quantitiit: des 
fixierten Quecksilbers bleibt noch lange Zeit nach der Aufnahme 
in den Organen abgelagert. Obgleich die dabei abeelagerten 
Quecksilberquantitiiten absolut nicht sehr grob sind, mul man 
doch diese Tatsache immer vor den Augen haben, den Weg 
der Kalomelkuren sehr vorsichtig betreten und sie nur dann 
anwenden, wenn alle andere Mittel, was noch leider sehr. oft 
vorkommt, ohne Erfolg geblieben. sind. 


IT. 

Es driingt sich nun die Frage aul, wie sich das Kalome! 
im Innern des Magendarmkanals verhalt. In allen Lehrbiichern 
der Pharmakologie findet man die Tatsache, dali Kalomel seine 
spezifische Wirkung dem in Losung tibergehenden (etwa subli- 
matahnlichen) Teile verdankt. Diese Voraussetzung schien a priori 
richtig zu sein, weil das Kalomel sich schon auberhalb des Or- 
ganismus bei gewissen Bedingungen zu Sublimat oxydiert oder 
mit Ausscheidung von metallischem Quecksilber zerlegt wird. 
Um einen detailliérten Einblick in die Veriinderungen des Kalomels 
im Magendarmkanal zu gewinnen, habe ich auf die Aufforderung 
meines Freundes, Herrn E. S. London, dem ich fiir seine 
liebenswirdige, sachverstiindige Hilfe bet dieser Arbeit) meinen 
verbindlichsten Dank aussage, unternommen, den Vorgang an 
seinen Verdauungsfistelhunden!) stufenweise zu verfolgen. 

Der Gang der Untersuchung war folgender: Jeder Thund 
bekam nach einem Hungertage 200.0 Fleisch (frisch oder ver- 
mittelst Wasser auf dem Eise extrahiert) und eine ganz genau 
gewogene Menge Kalomel (in sogenannten .,\Wiener Oblaten*‘) 
Nach einer bestimmten, bei jedem Fistelhunde verschiedenen 
Zeit, begann der Speisebrei herauszuflieben. Alles wurde aul- 
gesammelt, bis zu einem bestimmten Volumen (gewoOhnilich zu 

'! KE. S. London und A. Th. Sulima, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 


Ss. 209, 1905. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVIIE. ae 
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einem Liter) aufgefiillt, ein bestimmter Teil davon (gewoOhnlich 
100 cem) klar abfiltriert. Das Filtrat wurde mit KCIO, und 
Salzsiiure oxydiert und auf Quecksilber in der oben beschriebenen 
Weise elektrolytisch untersucht. Der Speisebrei samt dem Filter 
und Filterrest wurde ebenfalls mit HC] und KCIO, oxydiert und 
ein bestimmter Teil davon (gewoOhnlich 7/5) zur quantitativen 
Ouecksilberbestimmung in Form von Schwefelquecksilber aut 
cewogenem Filter benutzt. Die Methode der quantitativen Be- 
stimmung durch Reduktion der Fltissigkeit mit) phosphoriger 
Siiure und Fillung in Form von Kalomel ist nach meinen Ver- 
suchen fiir Fliissigkeiten organischer Herkunft vollstindig zu 
verwerfen. Viel richtiger, wenn auch nicht vorwurtfslos, ist die 
Schwefelwasserstoffmethode. obschon sie ein wenig zu grofe 
Zahlen gibt. Die im Filtrate und im Speisebrei gefundenen Queck- 
silberquantitiiten wurden auf das ganze Flissigkeitsquantum um- 
gerechnet und die erste Zahl von der zweiten subtrahiert. Auber- 
dem wurden noch 48 Stunden nach dem Versuche Harn und 
Kot aufyesammelt und nach Oxydation elektrolytisch auf Queck- 
silber untersucht. Die HResultate der Analysen sind aus der 
Tabelle If ersichtlich. 

Aus den Zahlen der 5. vertikalen Reihe sieht man, dab, 
je weiter vom Magen die Fistel liegt, desto mehr Quecksilber 
im Filtrat enthalten war: also desto mehr Kalomel wird gelost. 
Im Magenbreifiltrat finden wir Spuren oder gar kein Quecksilber. 
Die Salzsiiure spielt, wie man sieht, eine sehr kleine Rolle bet 
der Losung des Kalomels im Magendarmkanal. Erst im Dinn- 
darm, wo die Salzsiiure neutralisiert wird, findet ein bemerkens- 
werter Ubergang des Kalomels in eine lisliche Verbindung statt. 
Schon im Duodenum haben wir gréBere Quantitéten lOslichen 
Quecksilbers, obgleich auch hier noch eine saure Reaktion 
herrscht. Die grobten, sogar enorme Quantitiiten des in Losung 
ubergegangenen Quecksilbers finden wir bei der ,,Bielka‘*, wo 
die Fistel sich bei der Valv. Bauhinii befindet. Wie bei der 
»Lissitza’ ersichtlich, findet im Dickdarme entweder eine Re- 
sorption des gelOsten Quecksilbers statt, oder das Quecksilber 
wird durch den vorhandenen Schwefelwasserstoff niederge- 
schlagen. Im Filtrat des Kotes finden wir kein Quecksilber. 
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Die auffallendste Tatsache liegt ohne Zweifel darin, daf 
der sehr saure Magensaft des Hundes sich fast unwirksam gegen 
Kalomel erwiesen hat. Da die Speisen im Magen nur eine 
kurze Zeit (1'/2 Stunden) bleiben, so kénnte man diese geringe 
Wirkung durch die kiirzere Dauer des Versuchs erkliren. Um 
diesen Zweifel zu eliminieren, wurde im 2. Falle (bei ,,Zigan‘:) 
der Versuch so angeordnet, dafi man zwei Filtratportionen 
aufsammelte und zwar die erste in der gewohnlichen Weise, 
sofort nach dem Ausflusse des Speisebreies aus der Fistel, die 
zweite Portion erst nachdem der Speisebrei im Thermostaten 
& Stunden bet KOrpertemperatur digeriert worden war. Die 
Analyse zeigte im ersten Falle 0,0105 léslichen Quecksilbers, 
im zweiten Falle 0.0135, also nur wenig mehr. Die schwache 
Wirkung des Magensaftes auf das Kalomel ist also ganz un- 
abhiingig von der Versuchsdauer, resp. Verdauungszeit. Die 
giinstigsten Bedingungen fiir die Losung von Kalomel treten 
erst im Duodenum ein. Welche Bedingungen es nun sind, 
welche Substanzen den Ubergang bewirken — diese Fragen 
behalten wir uns fiir eine weitere Arbeit vor, aber schon jetzt 
war es nicht uninteressant, einige Schritte nach dieser Richtung 
zu machen. Es wurden Kontrollversuche in vitro vorgenommen : 

l 100 com reinen natiirlichen Magensaftes (wie er im 
Institut kiiuflich ist) wurden mit 0,3 g¢ Kalomel versetzt und 
bei Kérpertemperatur 8'/z Stunden digeriert, darauf klar filtriert, 
oxydiert und elektrolytisch untersucht, wobei 0,0003 g¢ Queck- 
silber gefunden wurde. 

Il. 100 cem reinen Pankreassaftes (von einem Pankreas- 
fistelhunde) in derselben Weise 6 Stunden behandelt. Queck- 
silber: O,O0O31 g. 

Hl. 10,0 g reinen und sterilen Darmsaftes (von einem 
nach Thiry operierten Hunde) ergaben nach derselben Weise 
0.0005 g¢ Quecksilber. 

IV. a) 10 ecm Galle von einem Gallenfistelhund ergaben 
in derselben Weise Quecksilber: 0. 

b) 50 ecm Galle mit 0.5 g Kalomel versetzt und 20 Stunden 
digeriert ergaben ebenfalls Quecksilber: 0. 

Aus den dargelegten Angaben ist ersichtlich, dab der 
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Pankreassaft den Hauptfaktor bei der Losung des Kalomels 
darstellt. Wirken hier seine Salze (und zwar hauptsichlich 
das Chlornatrium), die, je weiter vom Magen, in desto gréferen 
Quantititen vorhanden sind, und spielen dabei auch die 
Nahrungsbestandteile eine Rolle?, auf diese Fragen werden 
weitere Experimente die Antwort geben. 

Da die Zahlen bei der Schwefelwasserstoffillungsmethode, 
wie mir ein spezieller Kontrollversuch gezeigt hat, ungefihr um 
10°/o zu groB ausgefallen sind, so mul man alle Differenzen 
der vertikalen Reihe 8 der Tab If noch um 10°/o verkleinern, 
und somit stellen sich die negativen Zahlen bei ,Starik*S und 
Bielka’s — 5,8°/o und — 12,8/o noch niedriger, also zirka 
— 10°» und — 20%. Diese Zahlen zeigen, dab ein grober 
Teil des in den Magen eingefiihrten Kalomels im Organismus 
zuruckgehalten wird. 

Das Erscheinen des Quecksilbers im Harn und Kot nach 
Darreichung von Kalomel per os zeigt, daf Kalomel im Darme 
resorbiert wird und zwar nicht hoher als im Ileum. 

Fassen wir alle Angaben zusammen, so gelangen wir zu 
nachstehenden Folgerungen: 

1. Bei seinem Fortschreiten im Magendarmkanal lost: sich 
das Kalomel allenthalben, nur ist die Intensitiit des LOsungs- 
prozesses an verschiedenen Stellen des Kanals ungleich. 

2. Am wenigsten wirksam haben sich der Magensaft und 
der Mageninhalt erwiesen. Ungeachtet der freien Salzsiiure ist 
die Quantitiit des im Magen gelésten Kalomels meistenteils 
gleich Null. 

3. Die Losung fiingt schon im Duodenum an kolossal zu 
steigen, obgleich hier die Reaktion noch sauer ist. 

4. Der Losungsprozef erreicht seinen HOhepunkt im Ieum. 

3). Im Dickdarme wird das in Loésung befindliche Queck- 
silber entweder resorbiert, oder vom anwesenden Schwefel- 
wasserstoff ausgefallt, so dal im Kot kein losliches Quecksilber 
vorhanden ist. 

6. Von den durch spezielle Fisteln aufgesammelten Rein- 
sekreten erwiesen sich der Magensaft und die Galle, was die 
Losung des Kalomels in vitro bei Kérpertemperatur anbetrifft, 
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vollig unwirksam. Am wirksamsten erwies sich der Pankreas- 
saft, weniger der Darmsaft. 

7. Die alkalische Reaktion des Speisebreies verhindert 
nicht die Lo6sung des Kalomels. 

&. Die Resorption des Quecksilbers vom Kalome! beginnt 
nicht friiher als im [eum und wird wahrscheinlich in den oberen 
Teilen des Dickdarmes vollendet. 

Q Kin gewisser, bedeutender Teil des eingefiihrten Kalomels 
wird von der Leber, den Nieren und dem Dickdarme fir eine 
lange Zeit zurtickgehalten, was fiir den Organismus nicht ganz 
indifferent sein ditirfte. 

10. Die genannten Organe sind gerade diejenigen, die eine 
besondere spezitische Affinitat zum Kalomel zeigen, bei denen das- 
selbe einen besonderen Reiz, eine gesteigerte Funktion hervorruft. 

11. Die iibrigen Organe binden wenig Quecksilber aus 
dem in den Magen eingefiihrten Kalomel und verhalten = sich 
auch zu demselben indifferent. 

Versuchsprotokoll: «Zigan». 21. IL 06. 200,0 g. mazerierten Fleisches 
und eime Oblate Kalomel N 1 0.3128. Anfang des Versuchs 8 Uhr 
20) Min. morgens. Um & Uhr 20 Min. eine Gallenentleerung, 22 Min. eine 
grofe durchsichtige Portion, dann kleinere Portionen in Zwischenriumen 
von 9—13 Sek. bis 8 Uhr 25 Min. Jetzt erscheinen kleine Fleisch- 
stiickchen und es zeigte sich wieder eine Beimengung von Galle. Die 
Portionen ersecheinen dann in Zwischenriumen von 11—15 Sek. Die 
Portionen werden nun allmihlich gréfer und kompakter und erscheinen 
beinahe ununterbrochen, von Zeit zu Zeit mit Beimengung von Galle. 
8 Uhr 45 Min. Die Entleerungen werden fliissiger und seltener in Zwischen- 
riumen von 10—13 Sek. 10 Uhr 51 Min. Die Entleerungen sind ganz 
fliissig, manchmal mit Fleischstiickchen. Die Portionen erscheinen nach 
S—10 Sekunden, 8 Uhr 56 Min. dunkle Galle, 8 Uhr 58 Min. Stickchen. 
9 Uhr 1 Min. Die Portionen sind winzig klein, nach 25—30 Sekunden 
breng, gelblich, tribe, fadenziehend. 9 Uhr 13 Min. Reichliche fliissige 
Ausscheidungen aus dem Magen, immer seltener. Die Fistel blieb noch 
'/g Stunde offen. Es erscheinen wiihrend dieser Zeit nur einzelne Tropfen 
Magensaft. Das Gewicht des aufgesammelten Speisebreies betriagt 401.0 g. 
Es wurde zu 750 cem ergiinzt und davon 75,0 cem klar abfiltmert. 

Die tbrigen Protokolle wurden in derselben Weise gefiihrt und 
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werden daher micht mitgeteilt. 


Bemerkungen zu der Mitteilung 
von Walter Jones und CG. R. Austrian 


-Uber die Verteilung der Fermente des Nucleinstoffwechsels. 
Von 
Alfred Schittenhelm. 


W. Jones und C. R. Austrian’; haben soeben Untersuchungen 
verOffenthicht. in welchen sie unter teilweiser Verwendung anderer Organe 
zu nahezu denselben Resultaten gelangten. wie ich sie “4 Jahre vorher 
bereits anftihren konnte. Ich fabte damals meme Resultate dahin zu- 
sammen: ? Betrachtet man die Erfahrungen. welche vorhegende Ver- 
suche ergeben haben. zusammen. so liefern sie das wichtige Resultat, 


dali bet ganz derselben Versuchsanordnung dieselben Organe bei ver- 


schiedenen Tierarten erheblich abweichende chemische Eigenschaften 
zeigen. Wiihrend z. B. die Milz von Rind und Plerd ohne weiteres quan- 
litativ Harnsaure zu bildeg vermag, geht diese Fiihigkeit der Milz des 
Menschen, Hundes und Schweines offenbar ganz ab. Geringere melu 
quantitative Differenzen zeigen sich bei der Umwandlung der Aminopurine 
in Oxvpurine. 

W. Jones und C. R. Austrian haben diese Befunde beim Ve 
gleich der Leber des Rindes des Schweines. des Hundes und des Kaninchens 
im groBen und ganzen bestitigt: nur weichen sie darin von meinen Re- 
sultaten ab, dal sie fir gewisse Organe ein vollkommenes Unvermogen, 
Adenin resp. Guanin in das entsprechende Oxyvpurin umzuwandeln, an- 
nehmen. wiihrend ich nur quantitative Differenzen feststellen konnte 

W. Jones und C. R. Austrian benutzten thre Arbeit dazu, um 
gegen mich in ausviebiger Weise zu polemisteré Nn. wober sie jedor l) ul 
einem guten Teil vollkommen unrichtige Angaben ber meine Resultate 
machen, zum Teil derselben tiberhaupt keine Erwahnung tun. Sie ver- 


gaien vor allem meine vorne angegebene Schlubfolgerung, die ihrer sehr 


' W. Jones und CG. R. Austrian. Uber die Verteilung der Fermente 
des Nucleinstoffwechsels. Diese Zeitschr.. Bd. XLVUE S. 110, 1906 
“) Der Nucleinstoffwechsel und seine Fermente bei Menseh und 


Tier. Diese Zeitschr.. Bd. XLVI. S. 354. 1906 
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ihniich ist. zu erwiihnen, obwohl dieselbe sich auf zahlreiche genaue 
Untersuchungen stiitzt. Dieselben waren um so umfassender, als ich vom 
Anfang meiner Untersuchungen an das Ziel im Auge hatte. die Bildung 
der Harnsiiure und ihrer Zwischenstufen aufzukliren. Dies ist mir auch 
vollaul gelungen; ich habe die Fermente isoliert und getrennt und brauche 
wohl nicht auf diese ausfiihrlich beschriebenen, durchaus bestiitigten und 
anerkannien Dinge znriackzukommen.!) Jones und seine Mitarbeiter 
gingen davegen von der Autodigestion aus und benutzten eine Versuchs- 
anordnung, bei der sie nie zur Harnsiiure gekommen wiiren. Erst in 
dieser Jetzten Arbeit bedienen sie sich der von mir angewandten Ver- 
suchsanordnung, mit der dann auch, was recht erfreulich ist. eine weit- 
gehende Ubereinstimmung der Resultate sich ergab. Diese Schwenkung 
in der Versuchsanordnung ist zwetfellos eine Folge meiner Arbeiten, was 
jedoch nirgends erwilint ist. 

leh moehte nur noch zwet fiir die Polemik charakteristische Punkte 
hervorheben. S. 114 sagt Jones betreffs der Fermente der Schweine- 
milz: «Er (Schitltenhelm) behauptet indessen, dab Schweinemilz eine 
geringe Menge guaninzerstOrender Wirkung habe, weil bei der Selbst- 
verdauung der Driise Guanin durch Xanthin ersetzt wird.» In keiner 
einzigen Arbeit von mir iiber den Purinstoffwechsel findet sich ein Ver- 
such angegeben, der sich mit der Autolyse der Schweinemilz befaBbt. 
Vielmehr habe itch nach Feststellung der Art der Purinbasen in der frischen 
Schweinemilz Versuche mit Fermentextrakten derselben gemacht, welche 
sowohl eime Umwandlung von Adenin in Hypoxanthin, wie auch eine 
CUimwandlung von Guanin in Xanthin, wenn auch weniger ergiebig, zum 
fesultat hatten. Ich mu® daher absolut daran festhalten, daB die Schweine- 
milz Guanin in Xanthin umzuwandeln vermag. Auf den wahrscheinlichen 
Befund von 2-Amino-6-8 Dioxypurin werde ich spiiter zuriickkommen. 

S. 114 sagt Jones und Austrian weiter: «....daer(Schitten- 
helm) selbst friiher gefunden hat, daB die Xanthinoxydase reichlich in 
Rindermilz vorhanden ist, der Hundemilz aber fehlt; nun griinden sich 
aber diese Folgerungen auf eine einzige Untersuchung, die mit einer 
Hundemilz angestellt wurde, welche unter einem Konservierungsmittel 
liber anderthalb Jahre gestanden hatte.» Ich habe stets gerade betont, 

Vergl. hierzu R. Burian, Uber die oxydative und die vermeint- 

liche synthetische Bildung von Harnséiure im Rinderleberauszug. Diese 
Zeitschr., Bd. XLII, S. 497, 1906. 

Ders., Die Bildung, Zersetzung und Ausscheidung der Harnsiiure 
beim Menschen. Medizin. Klinik 1905, Bd. I, S. 131. und 1906, Bd. II, 
nr. 29, 30 wu. Zi. 

EK. Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chem. 1906, S. 318 u. ff. 

Laf. B. Mendel, The formation of uric acid. The Journal of the 
American Medical Associat. 1906, 24. u. 31. Miirz. 
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da®B der Nachweis der Xanthinoxvdase nur exakt zu fiihren ist bei Sauer- 
stoffzufuhr, und den Wechsel der Versuchsanordnung mit und ohne Zufuhi 
zur Auffindung der Zwischenprodukte benutzt. Wie sollte ich dazu kommen, 
auf Grund einer Autolyse die Xanthinoxydase zu leugnen! Ich habe selbst- 
verstindlich noch andere orientierende Versuche gemacht, bei denen ich 
keine Harnsiiure finden konnte (im Gegensatz zu Jones), welche ich aber bis 
ietzt nicht weiter verfolgte, da ich zur Zeit auf anderem Gebiete arbeite, 

Ich verzichte darauf, weitere Miingel der Jonesschen Ausfihrungen 
anzufiihren. Was dessen Kesultate anbelangt, so betone ich nochmals 
daB dieselben im groBen und ganzen erfreulicherweise mit den meinigen 
im Einklang stehen, wenn auch an der Jonesschen Methodik, vor allem 
an der ausschlieBlichen Verwendung der Silberfiillung zur Isolierung dei 
PurinkOrper aus Organextrakten, wie ich schon in meiner friiheren Mit- 
leilung auseinandersetzte, manches zu bemingeln ist. Ejinige strittige 
Punkte, welche jedoch keineswegs das Gesamtbild zu tritben vermoégen, 
miissen erst weitere Untersuchungen endgiillig klarstellen. 








Erwiderung auf die Bemerkung von L. Mohr 
liber unsere Kritik seiner Arbeit 
Uber die Ausscheidung von Aminosauren im diabetischen Harn >.') 
Von 
Emil Abderhalden und Alfred Schittenhelm. 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Juli 1906.) 


Wir bedauern sehr, dafS§ Mohr den Sinn unseres Einwurfes*%) 
seiner Arbeit gegeniiber nicht erfaft hat, und infolgedessen die Sachlage 
so darstellt, als hitten wir versucht, den Wert seiner Untersuchung durch 
eine «manvelhafte und entstellte> Wiedergabe zu schmilern. Am besten klirt 
der Tatbestand tiber unsere Meinungsverschiedenheit auf. L. Mohr ver- 
fiittert einem Hund oline Pankreas 10g d-Leucin, d.h. diejenige optische 
Komponente, die in der Natur wahrscheinlich gar nicht vorkommt, und 
findet im Urin nach der Behandlung mit ~-Naphtalinsulfochlorid einen 
in feinen, in Kugeln zusammenlhegenden, langen Nadeln krvystallisierenden 
Korper. Die Stickstoffanalyse ergab 7,.4°/0o N. Mohr gibt keine weiteren 
Kigenschaften an. Wir erfahren nichts tiber die Loslichkeit des Pro- 
duktes und nicht einmal etwas iiber seinen Schmelzpunkt. Mohr betont 
einzig und allein, dafs die vollige Gleichartigkeit der erhaltenen Krystalle 
fiir das Vorhandensein eines einheitlichen Korpers spricht. In der neuen 
Mitteilung erfahren wir noch, dafs die Substanz mehrfach umkrystallisiert 
wurde. Leider finden wir keine Angaben tiber das Losungsmittel. Nun 
erblickt, wie wir ausdriicklich angegeben haben, Mohr in diesem Befund 
nur den Wahrscheinlichkeitsbeweis, dafs ein Leucinpeptid vorgelegen 
hat. Sehr bezeichnend ist unzweifelhaft die Feststellung dieser Ver- 
mutung! Das isolierte Produkt hat einen N-Gehalt von 7.4’; fiir das 
8-Naphtalinsulfoderivat des Leucyl-leucins berechnet Mohr 64° und fiir 
das entsprechende Derivat des Tripeptids 7,6° 0. Hervorheben wollen wir 
noch, dafS§ Mohr am Schlusse seiner Arbeit, wie folgt gesperrt, bemerkt: 


«ich méchte es deshalb zum mindesten als héchstwahrschein 


ich bezeichnen, 


') Zeitschrift f. experim. Pathol. u. Ther., Bd. Il. 5S. 665, 1906. 

2) Vergl. Emil Abderhalden und Alfred Schittenhelm, Uber 
den Gehalt des normalen Menschenharnes an Aminosiiuren, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLVI, S. 3435, 1906. 


Erwiderung auf die Bemerkung von L. Mohr 40 
dafi hier zum erstenmal der Ubergang héher molekularer 
Aminos&iureverbindungen in den Harn nachgewiesen ist.» 

Wir haben nun aus emer sehr reichen Erfahrung heraus ganz 
allgemein betont, wie vorsichtig man sein muf, be: Aminosiiuren und 
ihren Derivaten aus Analysenzahlen irgend welche Riickschliisse zu 
ziehen, und zwar auch dann, wenn unter dem Mikroskop eine scheinbar 
einheitliche Substanz nachgewiesen ist. Wir besitzen Analysen von 
8-Naplitalinsulfoderivaten, die genau aut Glycyl-glyein, Glycyl-leucin und 
Leucyl-leucin stimmen. und zwar ist tn einzelnen Fillen die Uberein- 
stimmung im C-, H- und N-Gehalt eine ganz auffallende. Es gelang 
iedoch in keinem Falle, den Beweis, dafi nun diese Verbindungen wirk- 
lich vorhegen, zu einem zwingenden zu gestalten. In fast allen Fallen 
gelang es, durch sorgfiltiges Umkrystallisieren usw. eine Trennung in 
die einfachen Amuinosiiurederivate durehzufiihren. Es ist klar, dafi wir 
auf Grund dieser Erfahrungen wohl berechtigt waren, ein Urteil tber 
eine Feststellung, wie sie Mohr im vorlhegenden Fall gemacht hat, zu fillen. 

Wir weisen Mohrs Antwort ganz entsclieden zurtick. Ste bringt 
nichts Neues und enthalt Vorwiirfe, die in keiner Weise begriindet sind 
Der Umstand, dafS wir nicht erwihnten, dafSX Mohr d-Leucin verfiitterte, 
und deshalb auf ein Polypeptid schlof, ist) ganz nebensiichlich und hat 
nicht das germgste mit unserer Kritik zu tun. Die Logik Mohrs bet 
seiner Schluffolgerung ist bezeichnend fiir eine grohe Zahl biologischer 
Arbeiten. Es wird d-Leucin  verfiittert, es findet sich im Harn eine 
Substanz mit 7.4°0 N, einen ahnlichen N-Wert weist Dileucyl-leucin auf, 


lich ist es sehr wahrscheinlich, daf§$ der tierische Organismus aus 


LO]! 
d-Leucin, d. h. aus der optisch aktiven Komponente, die der natiirlich 
vorkommenden entgegengesetzt isi, ein Polypeptid gebildet hat! Mohr 
wells absolut nicht, ob sein Produkt Leucin enthalten hat! Er nimmt das 
an. und zwar deshalb, weil er d-Leucin verfiittert hat! Wir denken, dafs 
die Betonung Mohrs, dafs unsere Meinung nur ein Standpunkt und weiter 
nichts sei, doch nicht ohne weiteres richtig ist. Der Chemiker darf eine 
Substanz nur dann als identifiziert ansehen. wenn er eine ganze Reihe 
von Eigenschaften festgestellt und verglichen hat. Von ihm verlangt 
man eine direkte Beweisfithrung. Der physiologische Chemiker soll da- 
gegen das Vorrecht haben, trotzdem er durch die Dazwischenschaltung 
des Uerischen Kérpers unendlich komplizierteren Verhaltnissen gegeniiber- 
steht, auf Grund eines vollstiindig ungeniigenden Tatsachenmateriales 
bestimmte Schluffolgerungen so zurecht zu legen, wie sie ihm plausibel 
erscheinen! Wir vertreten den Standpunkt, dafi von dem physiologischen 
Chemiker eie mindestens ebenso scharfe Beweisfiihrung zu verlangen 
ist. wie vom reinen Chemiker. Wir werden uns durch die schweren An- 
griffe Mohrs nicht abhalten lassen, auch fernerhin auf so schwachen Fiifen 
ruhende Angaben, und wenn sie auch nur als vorliiufige gekennzeichnet 


werden, zu besprechen. Es ist klar, dafi es fiir die ganze weitere Ent- 








I/D Abderhalden und Schittenhelm, Erwiderung an L. Moh 


wicklung der Physiologie des Eiweifstoffwechsels in all seinen Einzel- 
heiten von grofitem Werte ist, wenn keine voreiligen Schluffolgerungen 
den weiteren Ausbau verwirren. Der Nachweis, dafid-Leucin im tierischen 
Qrganismus direkt zu einem Polypeptid verkettet wird, wiire natiirlich 
von unabsehbarer Tragweite. Wir heben nochmals hervor, dafi Mohrs 
Befund nach keiner Richtung etwas aussagt und unbedinet ausscheidet. 
Selbst wenn es in Zukunft gelingen sollte, derartige Synthesen im tierischen 
OQrganismus nachzuweisen, so wird die Arbeit Mohrs nicht als erster 


derartiver Befund gelten durfen 








Zur Frage des Harnstoffgehaltes im menschlichen normalen 
Harn. 


Kine Erwiderung an Herrn Dro Fritz Lippich.) 
Von 
Dr. Wm. Ovid Moor. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1906.) 


Nach Herrn Lippiehs eigenen Worten wiirde im Falle emer Be- 
sitigung metner Behauptungen ein Fundament unserer Stoffwechsellehre 
ins Wanken geraten, Um so unbegreitlicher erscheint es mir, dai Lippreh, 
trotzdem er die Wichtigkeit dieses Gevenstandes so olfenkundig anerkennt, 
meinen Nachtrag zur zweiten Arbeit (Harnstoff und Urein*) vollkominen 
unberticksichtigt laft und somit genau aul Krbens*) Standpunkte stehen 
bleibt. Es wird in diesem Nachtrage ausdriicklich gesagt, dafS hier and da 
Harne gefunden werden, deren Gehalt an Urein ein ungewohniliel klemes 
ist, und dalS sich, wenigstens fiir die ersten Untersuchungen, am besten 
Harne eionen, deren spezilisches Gewicht nicht weniger al 1020 L025 
betriigt. Aueh Camerer*) macht mit Recht darauf aufmerksam, daf\ teh 
die auffallendsten Resultate eerade mil Lrinen von héherem Al schen 
Gewichte erhalten habe. Nach bij pichs eigener Aussage war man 
berechtigt, den mittleren Harnstolffgehall des menschlichen Harnes u 2 
anzunehmen. Dieser Prozentsatz ist das Ergebnis von Hunderten, ja 
Tausenden von Analysen, welche je nach der Diehte des Harns 0.5 —3.5° 
Harnstoff zeigten. 

Meine eigene Schluffolgerune, daf’ der Harnstoff im Durcehsehnitte 
un das Doppelte liberschiitzt wird, ist jedenfalls auch das Ergebnis recht 
zahlreicher Beobachtungen. Wie kénnen also Erben und Lippich 
elauben, dali sie das Fundamen! det heutigen Stoffwechsellehre durch 
zwelt oder drei Analvsen von einander ganz ahntlichen Harnen. sicher 
stellen? In Anbetracht des Umstandes, daf¥ sowohl Erben wie auch 


) 


Lippich keinen einzigen Harn von 2, geschweige von 2,5 —5° oigem Harn 


stoffgehalte niher gepriitt haben, ersuche ich Herrn Lippich, wenigstens 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, Heft 2 
Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XLV, 3S. 420. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 544. 

*) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XLVI, S. 357 








D738 Win. Ovid Moor, 


einen oder zwei Abendurine von hoherem spezifischen Gewichte einen 
eingehenden Prifung zu unterwerfen,'!) Nur unter dieser Bedingung kénnen 
meine Behauptungen beziiglich Harnstoff und Urein widerlegt werden 
Es gibt doch nichts Leichteres, als solehe Urine mit einem spezifischen 
Gewichte von 1025—1030 zu finden, Jeder wirklich gesunde Mensch, falls 
er gut geniihrt ist und seinen Harn nicht durch grofte Mengen = von 
Fliissivkeiten (Tee, Bier usw.) verdiinnt, kann solches Material liefern, 
besonders zwischen 3d und Il Uhr abends. 

Doch will ich mit alledem nicht gesagt haben. daf\ bei Harnen von 
geringerem spezilischen Gewichte der Harnstoff nicht tiberschatzt worden 
ist. tin Gegenteil, ich kann behaupten und stiitze dicse Behauptung aul 
vielleicht 80—100 Beobachtungen, daf§ ein Harn, der ungewoOhnlich wenig 
Urein enthilt, gewifh kein typiseh normaltler sein kann. Ich habe 
Z, I}. vofunden, dafy ein in Verhiltnis zu seiner Dichte zu schwach selb 


gefiirbter Harn oft nur sehr wenig Urein enthiilt: besonders ist 


dies det 
Fall bei weniger dichten Harnen. Hingegen Jaft sich ein bedeutende: 
Ureingehalt und somit eine Uberschiitzung des Harnstoffs fast ausnahmslos 
bei dichteren Abendharnen leicht nachweisen. 

Ganz abgesehen von der Beschaffenheit des Materials ist der wirk- 
liche Harnstoffgehalt durch Lippich keineswegs mit Sicherheit festgestellt 
worden. Lippich hat sich begniigt, em Oxalat darzustellen und in diesem 
den Stickstoff zu bestimmen. Die Oxalsiure muff unter allen Umstinden 
neutralisiert werden, da sogar ein Urein enthaltendes Oxalat sich manchma! 
von eimem Harnstoffoxalat kaum unterscheidet, besonders bei der Gegen- 
wart eines starken Uberschusses von Oxalsiiure, wie das bei Lippich 
der Fall war. Fir die Reinheit des so gewonnenen Harnstoffs habe ich 
nur ein sicheres Kriterium gefunden: Die vorsichtige, nicht allzu lange 
Krhitzung ino einer Porzellanschale auf dem Drahtnetze (also nicht auf 
dem Platinableche in offener Bunsenflamme). Man wird sich oft wundern, 
wieviel Kohle ein scheinbar reiner Harnstoff bei vorsichtiger Erhitzung 
zuriickla®t. Kin Oxalat hinterlaftt schon viel weniger Kohle, weil die 
Gegenwart der Oxalsiiure die Verbrennung des Ureins befordert. 

Vom Aussehen des dargestellten Harnstoffs kann man gar keine 
Schluffolgerung auf dessen Reinheit ziehen. Es bilden sich leicht weife 


Derivate des Ureins,?) die das krystallinische Aussehen des Harnstoffs fast 


‘) Zum mindesten kann ich verlangen, daf{§ man 24stiindige Urine 
untersuche, um durchsehnittlhiche Werte zu erhalten. 

2) Es ist sogar wahrscheinlich, daf§ sowohl bei der Methode von 
Morner-SjOquist, wie bei Kingerer Einwirkung von Tierkohle das Urein 
Veriinderungen erleidet, so z. B. in seiner Fihigkeit, Permanganate zu 
zersetzen. Eine solehe Abschwiichung steht nicht im Verhiiltnisse zum 
erlittenen Verluste an Substanz. Uberhaupt wundert es mich, da man 
das Urein von meinem Standpunkte aus nicht nachpriifen will, 
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gar nicht verandern und sogar den Schmelpunkt des letzteren nicht be- 
einflussen, wenn sie in nicht grofer Menge vorhanden sind. Ich selbst 
bin mehrmals durch dieses weife, krystallinische Gemenge von Harnstoft 
und Ureinderivat irregefihrt worden. 

Ich schliefKe mit der Uberzeugung, daly} Herr Lippich im Interesse 
der Wahrheit sein nicht begriindetes abfiilliges Urteil noch einmal einer 
strengen Revision unterziehen und dabei meine oben angefiihrten Kinwiinde 
beriicksichtigen wird.') Ich selbst arbeite seit zwei Jahren an der quan- 
titativen Darstellung des Harnstoffs und hoffe in kurzer Zeit den Beweis 


zu liefern, dafS ich durchaus nicht das Opfer eimer Tiiuschung bin. 


Daf’ Lippich trotz seiner fehlerhaften Bestimmnng des Harn- 
stoffs (aus cinem Oxalate) ganz andere Resultate bei dichteren Abend 
harnen erhalten hitte, ersehe ich aus seiner eigenen Arbeit. Bet einem 
vermeintlichen U-Gehalte von 143° 0 konnte er 96,5°/o darstellen, wahrend 


er bel einem etwas dichteren Harne von 1.63° 0 U-Gehalt schon 6°/o 


weniger, niimlich 90.5° 0, gewonnen hat. Was hiitte er erst erhalten bet 


einem Abendurine von 2--3° 0 vermeintlichem Harnstoffgehalte ? 


St. Petersburg, d. Lime, Nr. 22. 
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